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1. EINLEITUNG UND AUFGABENSTELLUNG

1.1 Einleitung

Eisen ig essentid| fir das Zdlwachsum fast dler Organismen. Es ig fur die Wirkung vieler
Enzyme verantwortlich, die an Elektronen oder Sauerstofftransportprozessen betelligt sind.
Da es leicht zwischen den Oxidationsstufen F&** und Fe** wechsdn kann, wirkt es bei viden
Redoxprozessen  mit.  Vide  Mikroorganismen  bendtigen Eisen z B.  for die
Sauerstoffreduktion bel der ATP-Synthese.
Obwohl Eisen en sghr héufiges Element und zu 4,7 % am Aufbau der aul3eren Erdkruste
beteligt s, i sadne Bioveafligbaket dak engeschrankt. Unter  physologischen
Bedingungen im aeroben Milieu ba neutrdem pH liegt Eisen fast auschliedich ds
Eisen(l11)-hydroxid-Komplex mit enem Lédichkeitsprodukt von 1073 vor. [Crichton et al.,
2001, Winkemann, 1991]. Be einem pH-Wert von 7,4 und in Abwesenhet chelatiserender
Liganden liegt der Gehdt an lédichem Eisen [Fe**(xy + FE(OH)* oy + Fe(OH)2 (o] bei
10° M, wobel der Gehdt von Fe** ungefahr 108 M betrdgt [Boukhdfa et al., 2002,
Winkdmann et al. 1997]. Diese Konzentration i viermd niedriger ads die von
Mikroorganismen fir en optimaes Wachdum benttigte Eisenkonzentration [Braun &
Killmann, 1999]. Um ene augechende Vesorgung de Zdle mit Eisen unter
Mangelbedingungen zu gewdhrleisten, produzieren die mesten Mikroorganismen, aber auch
enige Pflanzen und hohere Organismen Siderophore, die in der Lage sind Fe**-lonen durch
Chdatiserung in Losung zu bringen, Se durch die Zellmembran zu transportieren und in der
Zdle wieder freizusetzen [1to et al., 1979; Pattus & Abdallah, 2000].
Sderophore sind niedermolekulare Substanzen, die eine hohe und spezifische Affinitéa for
Fe**-lonen zdgen. Das Eisen wird hierbei vorwiegend oktaedrisch von Sauerstoff
koordiniert.
Bisher wurden fast 500 verschiedene Sderophore isoliert, die entsprechend ihrer
chdlatiserenden Liganden in folgende Klassen unterteilt werden konnen:

1. Hydroxamate (z. B. Ferrichrom, Ferrioxamine)

2. Catecholate, wie Enterobactin

3. a-Hydroxycarbonséuren (z. B. Vibrioferrin [Reid et al., 1993]) und

4. Sderophore mit gemischten Liganden.
Als Grundstrukturen werden vor dlem Aminosauren, Peptide und Polyamine in der Natur
gefunden [Drechsd & Jung, 1998; Schnabdrauch et al., 2000]. Das stérkste bisher bekannte
Siderophor Enterobactin it z. B. en Trimer des N-(2,3-Dihydroxybenzyl)-serins. Das
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natlrliche, aus E. coli und anderen Enterobakterien isolierte D-Isomer, besitzt eine hohe
Siderophorwirksamkeit, das L-1somer ist dagegen nur gering wirksam.

Die Dedearichrome gehdren zu den von FRilzen gebildeten Hydroxamat-Siderophoren.
Aufgrund der guten Wasserlodichkeit und hoheren Stabilitét dieser Strukturklasse konnte
ihre Rolle im Rezeptor-Erkennungsprozess bel der  Aufnahme der  Eisen-Siderophor-
Komplexe in die Zdle bedts gut untersucht werden. Hieraus ergab dch, dass
Siderophoraufnahmesysteme  einersaits strenge  Anforderungen an die  Siderophorstrukturen
ddlen, anderersaits trotzdem ene hohe Strukturvidfat aufweisen. Ein exaktes Bild Uber
definiete  Strukturbedingungen  fir  wirksame Siderophore auch be  unterschiedlichen
Bakterienarten it trotz dlem noch nicht maglich.

Die Dadgdlung neuer synthetischer Siderophorandoga lestet enen groRen Betrag zur
Aufklarung der  Struktur-Wirkungsbeziehung von  Siderophoren.  Zusdizlich wurden  be
synthetischen Andoga auch biologisch relevante Aktivitdten gefunden, wie die Wirkung
gegen  Eisen-Uberladungskrankheiten, antimikrobidle Wirkungen oder ds Transfervektoren
fir Antibiotika. So steigern Siderophor-Antibiotikar Konjugate die Wirkung der Antibiotika
besonders gegen gramnegative Bakterien durch die Penetraion der Zdlmembran. Die
zunehmende Resigenz vider pathogener Keime gegen Antibiotika macht die Suche nach
neuen Wirkprinzipien dringend erforderlich. Daraus ergibt sch en daker Bedaf weterer
Forschung nach neuen Sdeophorandoga. In der Vergangenheit konnten derartige
Verbindungen jedoch noch nicht klinisch angewendet werden, ua wegen ihrer unginstigen
Nebenwirkungen.

Bisherige gynthetische Andoga von  Enterobactin @ bedtzen zwar ene  dake
Siderophoraktivitét, snd aber schlecht wasserlgdich, sdten chird und damit oft ineffektiv in
ihrer Rezeptorerkennung.

Artifizidle Siderophorandoga mit Monosaccharidgrundgeriist waren zu Beginn der Arbeit in
der Literatur noch nicht beschrieben. Dabel bieten Monosaccharide wegen ihrer hohen
Sabilité, ihrer leichten Zuganglichkeit ds nachwachsende Rohdoffe, ihrer guten
Wassxrlodichkeit durch die Mdglichkeit zur Ausbildung von Wasserstoffbriicken und ihrer
hohen deischen Vaidilité, die ene unterschiedliche Anordnung von Cheatliganden
ermdglichen wirde, grole Vorteile.
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1.2 Aufgabenstellung

Aufgrund ihrer drukturdlen Komplexitdt und ihrer Eigenschaften ds Eisencheaoren besteht
en grofdes Interesse an der Entwicklung neuartiger synthetischer Siderophore, zum enen, um
Trangportmechanismen der Zele besser versehen zu konnen, vor dlem aber um die
Nechfrage nach Alterndtiven fir die Behandlung von multiresdenten  bakteridlen
Infektionen decken zu koénnen. Uber den Einsatz von Siderophor-Wirkstoff-Konjugaten
konnen Probleme de Zdlpemedbilitée flr Thergpeutika umgangen werden. Durch
kiingliche Siderophorandoga kann aber auch die mikrobidle Eisenassmilation blockiert und
damit das Wachstum pathogener Keime durch Eisenmangd inhibiert werden.

Im Rahmen dieser Arbet sollten daher synthetische Siderophore nach dem Vorbild des
Enterobactins und des Desferrichroms durch gezidtes Strukturdesign von Kohlenhydraten,
insbesondere von Monosacchariden (Glucoside, Gaactosde, Ribosde und Xylosde) und
zuckerdhnlichen Verbindungen wie myo-Inostol unter Einbeziehung von Spacergruppen mit
Catechol- und Hydroxamatgruppen hergestdlt werden (sehe Abb. 1). Die Verwendung von
O-Acetyl-, O-Methoxycarbonyl-, und Benzoxazinderivaten ds heterozyklische verbriickende
Catecholate und O-Acylhydroxamaten wurde angestrebt, um eventuell pharmakologisch
besser vertrégliche Verbindungen zu erhaten.

Abb. 1. Synthetische Siderophore mit M onosaccharidgrundgerist sowie Catecholat-
und Hydroxamatkomplexgruppen

Die Wahl enes Monosaccharidgrundgeriistes fur Siderophor-Anaoga sollte mehrere Vortelle
bieten. Durch die Vewendung enes hydrophilen Kohlenhydraigeristes sollte sch ene
hohere Wassarlodichkeit fir die hergestditen Molekile ergeben. Waeterhin  solite  die
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Gegenwart von  Sauerdoffatomen in und um den Monosaccharidring dem  zyklischen
Grundgerist die Fahigkeit geben, ds Wasserstoffbriickenbindungsakzeptor wéhrend  des
ZdIrezeptor-Erkemnungsprozesses zu wirken. Zusitzlich clite  die  geringe
Hydrolyseempfindlichkeit des Zuckergrundgeristes einen podtiven Einfluss auf die Sabilité
der synthetischen Siderophor- Analoga zeigen.

Die gynthetiderten Andoga oliten anschlie?end  hindchtlich  ihrer  Eigenschaften  ds
Eisenchdatoren und ihrer  Erkennung in  Eisen Siderophor-Rezeptorsystemen  untersucht
werden.

Waterhin sollten die atifizidlen Sderophor-Andoga systematisch auf ihre  biologische
Wirkung geprift werden. Hierbei dand vor dlem die Sderophoraktivitét, insbesondere
gegen gramnegative Bakterien  (Siderophormangdmutanten  und  Praxistdmme  unter
Eissnmangd) und Mykobekterien (klasssche Mutanten und Genmutanten B3, U3) im
Vordergrund. Mykobakterien verfigen im Gegensatz zu gramnegetiven Bakterien Uber en
biphassches Sderophorsysem. Um  synthetische Siderophorandoga hier  einsstzen zu
kdnnen, miissen sSe in beiden Phasen wirksam sain.

Daneben oliten die Substanzen auf ihre antibakteridle und Antimaariawirksamkeit getestet
werden. Eine wetere Methode, um Aufschluss Uber die Wirkung der  synthetischen
Sderophor-Andoga zu erlangen, <ollte die physkaische Untersuchung ihrer Eisen(lll)-

Komplexe sain.
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2. ALLGEMEINER TEIL
2.1 Siderophore

Sderophore snd niedermolekulare  eisenkomplexierende  Verbindungen mit  besimmten
chemischen Eigenschaften. Sie besitzen dne hohe und spezifische Affinita fir Fe**-lonen,
hierbei wird das Eisenion vorwiegend oktaedrisch von Sauerstoff koordiniert.

Die effektiveden Siderophore besitzen Mehrfachliganden fir eine optimae Koordination des
Fe**-lons. Die weitaus meisten Siderophore sind sechszzhnig, um in @nem 1:1-Komplex die
Koordinationsstellen des Eisens abzusitigen. Jedoch werden von Mikroorganismen auch
vierzdhnige Siderophore produziert. Diese bilden mehrkernige Assoziate, wie Feols, um ene
vollsténdige Koordination zu eziden. Zwezdhnige Liganden zeigen im Verglech mit den
metrzéhnigen Liganden die geringste Fe’*-Affinitdt. Hierbe spidt der Konzentrationseffekt
bel der Bildung der Komplexe die entscheidende Rolle Da drel zweizdhnige Liganden fir
die oktaedrische Koordination eines Fe**-lons benétigt werden, missen diese in hoherer
Konzentration as ein sechszéhniger Ligand vorliegen, der ein Fe**-lon dleine komplexieren
kann. Waeterhin  sind 1:1-Komplexe bevorzugt, da Se den Entropiesffekt des
Chdatiderungsvorgangs minimieren.

Zusizlich zu Art und Anzahl der chdatiserenden Gruppen im Sderophor hat auch das
Grundgerist  Einfluss. Zyklische Strukturen, wie z B. Ferioxamin E, zeigen eine hohere
Fe3*-Affinit im Vergleich mit ihren offenkettigen Andoga Diese Stabilitétserhthung wird
enem makrozyklischen Effekt zugeschrieben, der die chdatiserenden Gruppen in ene fir
die Koordination gungtigere Konformation zwingt.

Enterobactin (Abb. 2) wurde bereits im Jahre 1970 von zwel unabhangigen Arbeitsgruppen
[OBrien et al., 1970; Pollack et al., 1970] isoliert. Als Trimer des N-(2,3-Dihydroxybenzyl)-
sins bestzt es einen 12-gliedrigen Trilaktonring ds Grundgerist mit drei  gleichartigen
Catechol-tragenden Satenketten und zeigt damit ene C3-Symmerie mit ener delta
Konfiguration.

Intendve Untersuchungen an Enterobactin und sainen Metdlkomplexen zegten, dass die
hohe Siderophorstérke auf das chirde Trilaktongrundgeriist und die idede Spacerlange zur
cheaiderenden Einheit zurlckzufihren is. Besonders das D-lsomer welsd ene hohe
Komplexgtabilitét auf, wahrend das L-lsomer wenig Wirkung zeigt [Loomis 1991;
Winkdmann 1991; Ecker et al., 1986; Ecker et al., 1988; Armstrong & Mclntosh, 1995;
Newton et al., 1997; Raymond et al., 1987; Cohen et al., 1998].
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Abb. 2: Struktur des Enterobactinsund des Desferrichroms

De egentliche Mechanismus des durch Enterobactin vermittelten Eisentransports ist jedoch
noch nicht vollsdndig aufgeklat, da die Chemie des Enterobactins in  Lésung
Schwierigkeiten bereitet. Dies liegt vor dlem an der raschen Hydrolyse des TrilaktongerUsts,
der Unlodichkeit des ungeladenen Fe**-Komplexes und der extremen Empfindlichkeit der
Catecholeinheiten gegenlber  Luftoxidetion unter basschen Bedingungen. Das  zyklische
Trilaktongrundgerist des Enterobactins wurde bel neuen Strukturandoga belspidsveise
durch cis-1,5,9-Triaminocyclododecan [Corey & Hurt, 1977], 1,3,5-Trigaminomethyl)benzol
[Weatl & Raymond, 1979] und enigen Lysnderivaten [Chimiak & Nelands, 1984; Akiyama
& lkeda, 1995] ersetzt. In enigen Arbeiten wurden dafir auch Cydlitole, wie z. B. Inost
verwendet [Tse & Kishi, 1993; Schnabelrauch et al., 1998].

Die Dederichrome (Sehe Abb. 2), ene Gruppe srukturel verwandter Siderophore aus
Rlzen, gehdren aufgrund ihrer  hoheren  Sabilitdd  zu  den  beduntersuchten
Siderophorsystemen [Winkdmann 1991]. Sie bestzen en zyklisches Hexapeptidgrundgerlist
aus dner Tripeptidsequenz  von  N%-Acyl-N%hydroxy-L-omithin. Die chelatisierenden
Hydroxamatgruppen snd an den Enden von drel Setenketten postioniert, die asymmetrisch
aus dem Grundgerist ragen. Aus kristdlographischen Daen des an sanen Rezeptor
gebundenen Ferrichroms konnte geschlossen werden, dass die Carbonyl-Sauerstoffatome im
Peptidring, wie  auch die  exozyklischen Sauergdoffaiome  wahrend des
Rezeptorerkennungsprozesses  Wassergtoffbriickenbindungen mit dem Protein eingehen [Van
der Helm, 1998; Hider et al., 1984; Barchini & Cowart, 1996; Vartivarian & Cowart, 1999,
Yunet al., 2000; Brickman et al., 1992; O'Brien et al., 1971].
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Erg kirzlich wurde eine weitere wichtige Familie der natlrlichen Catechola-Siderophore,
die so genannten SAmocheline von Hantke et al. [2003] entdeckt und strukturell aufgeklért
[Biser et al. 2004]. Hierbe handdt es sch um Siderophore, die aus 2,3-Dihydroxy-
benzoylserin-(DHBS)-Einheiten bestehen und linear Uber Glucosemolekille verbriickt sind
oder deren Catecholate mit den Zuckern Uber Etherbindungen verknipft sind. Sie entstehen
in Gegenwat von iro-Gendugern in S enterica, weche ene Glucosylierung von
Enterobactin-DHBS-Einheiten férdeen Das hydrophobe Enterobactin - wird durch  die
Zuckermolekile hydrophiler und kann somit andere Struktur-Wirkungsmechanismen des
Eisenaufnahmesystems nutzen.

Besonderes Interesse weckten natlrliche und synthetische Siderophore aufgrund méglicher
antimikrobidler Wirkungen. Im Verlauf ener Bekterieninfektion spidt die Konkurrenz
zwischen Wirtss und Békterienzdle um das vorhandene Eisen ene entscheidende Rolle
Unter Eisenmangdbedingungen beginnt der Mikroorganismus mit  der  Exkretion von
Siderophoren, um sich damit den Eisengehdt des Wirtsorganismus nutzbar zu machen.

Ser effektive Chelaoren konnen anderersaits pathogenen Keimen das fur ihr Wachstum
esentidle Eisen  entziehen.  Diessr  Entzug  kann  entweder  durch  kompetitive
Eisenchdatiserung oder durch Blockierung der EisenSiderophor-Rezeptoren durch en
nonfunktiondles Siderophor-Analogon efolgen. So zeigten Untersuchungen, dass Eisen ene
essatidle Rolle im  Bakterienwachstum, insbesondere des Mdaria-Erregers  Plasmodium
falciparum, spidt. Sderophore as antimikrobidle Verbindungen haben so in den letzten
Jahren ezidl ds Zusazthergpeutika zu den Mdariamedikamenten Interesse  gefunden
[Cabantchik, 1995; Cabantchik, 1999; Pradines et al., 1996; Loyevsky et al., 1993; Shanzer
et al., 1991]. Eine andere Moglichkeit fir die Eisenlimitierung besteht darin, dem pathogenen
Mikroorganismus das nattrliche Siderophor anzubieten, welches jedoch an ein metabolisch
unbrauchbares Metdlion gebunden id. Ein Bespid hiefir wae die Wirkung des
Mycobactins [Xu & Miller, 1998; Hu & Miller, 1997].

Als ene wetere Anwendung fir Siderophore wére ihr Einsatiz ds Antibiotikavektor zur
Einschleusung in die Bakterienzdle nach dem Prinzip des ,trojanisches Pferdes’ (Abb. 3) zu
nennen. Hierbel wird das Siderophor, eventudl Uber einen Spacer, an einen antimikrobiellen
Wirkstoff  gebunden. Diese  Siderophor-Wirkstoff-Konjugate  kénnen  den  Ublichen
Siderophor-Transportweg in die Zdle nutzen. In der Zdle kann der Wirkgtoff nun sene
Aktivitdt entfdten. Diese Art des Trangportes in die Zelle ist besonders fir Therapeutika
interessant, die die Zdlmembran songt nicht durchdringen konnen. Die ersten synthetiSerten
Siderophor-Wirkstoff-Konjugate waren kovaent an Siderophore gebundene Sulfonamide, die
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jedoch antibakteridl unwirksam waren [Zéhner & Diddens, 1977]. Inzwischen wurde auch
ene gaze Rehe von wirksamen Catechol-b-Lactam-Derivaten hergestelt. Die gute
Wirksamkeit beschrankte sich jedoch vor adlem auf gramnegaive Bakterien. Die bidang
wirksamsten Konjugatverbindungen bestanden aus sekundéren Diaminosiuren und Acyloxy-
Catecholaten [Heinisch et al., 2002b; Heinisch et al., 2003].

NS .
N

Zellinneres

Siderophor- >
Rezeptor

Zellwand

Abb. 3: Wirkprinzip der Sderophor-Antibiotika-K onjugate

Des Weiteren wurde die Kopplung antifungder Substanzen an FerriSderophore untersucht
[Bergeron et al., 1983; Miller & Maouin, 1993, Roosenberg et al., 2000; Miller, 1989;
Roosenberg & Miller, 2000]. Diese Konjugate waren ebenfalls nur schwach wirksam.

Fur Mycobactin-verwandte Siderophore wurde aul3erdem  Antitumor-Aktivitéa festgestdlt,
deren  Wirkungamechanismus jedoch noch nicht bekannt ist. Die Bedeutung der
Eisenassmilation fur das Tumorwachsum bzw. sene Inhibierung dnd noch weitgehend
ungeklart und gegenwértig Gegensand ausfihrlicher Untersuchungen [Matzanke et al., 1997;
Matzanke et al., 1999].

Im Menschen ig Eisen entweder extrazdluléd an die Proteine Tranderin (Serum) und
Laktoferrin (Schlemhaute) oder interzdlul&r an das Specherprotein Ferritin gebunden. In
infizierten Geweben sezernieren Leukozyten das Fe**-bindende Protein Laktoferrin und
hdten dadurch die Eisenkonzentration gering. Dieses ezeugt ene korpereigene
Abwehrreaktion gegen Bakterieninfektionen [Ratledge & Dover, 2000].

Hamodderose und die im Mittdmearlanden haufig anzutreffende  Thdassimie  snd
Krankhaten, die auf Eisenlberladung beruhen und ohne Thergpie meg todich verlaufen.
Gegenwértig i das wirksamse Medikament Desferda (Desferrioxamin B), welches das
Uberschiissge Eisen komplexiert und aus dem Korper schleust. Patienten, die mit Desferd
behanddt werden, gdten jedoch ds Riskopatienten, da Defferd auch den im Dam
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anséssgen Y. enterocolitica-S@mmen das notwendige Eisen entziehen kann und damit ene
Y ersnia- Septikémie hervorrufen kann [Rabsch & Reissbrodt, 1992; Singh, 1994].

2.2 Eisen-Sider ophor-K omplexbildung

Die Stdrke der EisenSiderophor-Bindung wird durch die Affinitdt der Sderophore zu
Eisen(lll) unter physologischen Bedingungen und die Stabilitét der entstandenen Komplexe
bestimmt. Sauerdoff bedtzt eine hohe Affinitdt zum Eisenion. Die effektivden Sderophore
snd daher sechszéhnige Liganden, welche durch ihre Hydroxygruppen ene vollsténdige
oktaedrische Koordination enes Eisenions ermdglichen. Zusdtzlich wird der entropische
Effekt minimiet, der z B. durch mehrere zweizéhnige Liganden verursacht wirde, um en
gnzdnes Eisenion zu chddiseen. In enigen Fdlen dnd trotzdem dreé  zwezéhnige
Liganden an der Komplexierung eines Eisenions betelligt [Miller, 1989].

Die thermodynamische Stabilitétskonstante enes Siderophor- Eisen-Komplexes
charekterisert die Bindungsstérke zwischen Siderophor und Eisenion. Generdl gilt, dass mit
der Bindungsstérke des Komplexes auch der Wert fir die Stabilitdtskonstante wéchst. Zur
Bewertung der Eisenaufnahmeféhigkeit verschiedener Siderophore reicht ein  direkter
Vegleich der Sabilitéskonganten dlein nicht aus So liegt z B. die thermodynamische
Stahilitétskonstante von Enterobactin bei 10°? und die von Aerobactin be 10?2 [Bagg &
Nelands, 1987]. Die Werte beziehen sch auf ene vollsgéndige Deprotonierung des
Liganden. Se spiegeln jedoch nicht ihre Konkurrenzféhigkeit in der Eisenaufnahme unter
physiologischen Bedingungen wider [Harris et al., 1979; Hider, 1984].

Studien von Raymond und Mitarbeitern haben gezeigt, dass en rdevanter Vergleich erst
durch die Bestimmung von weteren Parametern mdglich i, Ein wichtiges Kriterium ig die
Konzentration des frelen Eisens in einer Losung, welche Uber den p[M]-Wert bestimmt
werden kann. Mit diesem Wet kan die maximde Eisenaufnahmefdhigket enes
Siderophors festgestellt werden. So besitzt Enterobactin ba einem pH-Wert von 7,4 enen
p[M]-Wert von 37 und Aerobactin einen p[M]-Wert von 25 bei einer Konzentration von 10
®M Ligand und 10°M Metdl. Aerobactin zeigt ene signifikant hohere Sdektivitét der
Weachdumsforderung von E. coli  unter  Eisenmangelbedingungen ds Enterobectin.  Somit
muss ein Vegleich der Sderophoraktivitde immer unter der Betrachtung der Lodichkeit,
Stabilitdt und Eisenaufnahmefahigkeit des Siderophors betrachtet werden [Roosenberg et al.,
2000].
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2.3 Eisentransportmechanismen

Die Eisnaufnahme in ene gramnegaive Bakterienzdle nach dem Sderophormechanismus
kan in drd Abschnitte eingetelt werden: die Bindung des Fe** an das Siderophor, der
Transport des Fe**-Siderophorkomplexes durch die Zdlmembran und die Freisstzung des
Eissns in da Zdle  Mykobekterien dagegen zelgen enen  hiphasschen
Eisentransportmechanismus.  Se  produzieren  extrazeluléd  Siderophore, so  genannte
Exocheline, welche aus dem auf¥eren Medium Eisenionen entziehen und se zu Mycobactin-
assoziierten Zdlmembranen transportieren. Mycobactin Ubernimmt das Fe** und trangportiert
es anschliel3end in die Zelle [Ratledge, 1999.

2.3.1 Transportmechanismus in gramnegativen Bakterien

Der Transport der Fe**-Siderophor-Komplexe durch die Zelmembran is noch nicht
vollsténdig aufgeklat. Aufgrund ihres hydrophilen Charakters konnen die Ferrisderophore
nicht durch einfache Diffuson in die Zdle aufgenommen werden.

In gramnegativen Bakterien wird der Fe**-Siderophor-Komplex zuers von spezifischen
Rezeptoren der auf}eren Zelmembran, den Iron Outer Membrane Proteins (IROMP), selektiv
und strukturspezifisch erkannt.

Ungeachtet der Chirdlitdt der Liganden komplexieren Siderophore Fe** und erzeugen en
neues chirdes Zentrum am Medlion. Zum Beisoid konnen Hydroxamate sowohl links- ds
auch rechtshandige oktaedrische Komplexe bilden. Obwohl diese zwe Komplexe unter
physologischen und kinetischen Bedingungen in enem Gleichgewicht vorliegen, ig die
Chirditét am Metdlzentrum entscheidend be der Rezeptorerkennung. In den meisen Fdlen
konnen die Rezeptoren nur ein bestimmtes Sterecisomer erkennen [Shanzer et al., 1998].
Untersuchungen biologischer  Aktivitdéien von atifizidlen Eisenchdatoren haben gezegt,
dass es zwe Bindungsregionen be der Siderophor-Rezeptor-Interaktion gibt. Die erse
Doméne is die Region der koordinativen Bindung des Eisenions an das Siderophor, der
eigentliche Eisenkomplex. Sie spidt eine entschedende Rolle in der Rezeptorerkennung und
reegiet sengbd auf mogliche drikturdle Verdnderungen. Die zweite Doméane i die des
peripheren Siderophoraufbaus. Diese it gegentber strukturellen Modifikationen wesentlich
weniger empfindlich. Vorteilhaft wirken sich Strukturgruppen aus, die die Bindungsstérke
des Eisenkomplexes erhdhen und die Sabilitdd des gesamten  Siderophorkomplexes
vergrofdern [Shanzer et al., 1991].

Die zweate Domédne bietet dso vidfdtige Maoglichkeiten des Strukturdesgns neuer
synthetischer Siderophore. Der Strukturaufbau sollte dabel so konzipiert werden, dass das
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Grundgeriist die Moglichkelt bietet, Uber drel funktionele Gruppen wie z. B. Ether oder Ester
ene dreamige Sdeophortopologie aufzubauen. Lange und Struktur der Linker zur
chddisgerenden Einheit spiden ebenfdls ene wichtige Rolle be der Bioaktivitdt der
Siderophore. So bewirken langere Spacer eine hdhere Beweglichkeit des Molekils und somit
die Mdoglichkeit einer ideden Koordination des Chelators zum Eisenion. Der Einbau von
chirden Linkern, wie z. B. Aminosduren kann ebenfdls enen Einfluss auf die biologische
Aktivitét erwarten lassen.

Be E.coli konnten durch Rontgendtrukturandyse zwel Membranrezeptoren fir  einen
Ferrichromrezeptor FhuA und enen Enterobactinrezeptor FepA identifiziert werden. Die
Strukturen dieser Membranproteine lassen auf enen spezifischen Trangportmechanismus der
Metallsderophore durch die Membran schlief?en. Der vorgeschlagene Mechanismus geht
davon aus, dass das FepA wie eén Pumpensystem mit zwei Offnungen funktionieren kann.
Die ede Offnung ist wie eine extrazdluldre Schlaufe geformt, welche den Liganden erkennt
und an das Protein bindet. Nach der Bindung schlief® sch der Rezeptor zur extrazdluldren
alReren Membran (Abb.4 Tell A). Die zweite Offnung wird durch eine N-terminierte
Doméne in Form ener Tonne gebildet. Eine Interaktion zwischen Ligandbindung und einem
TonB-Protein 6ffnet einen Kand zur periplasmatischen Seite der Membran (Abb. 4 Tel B).
Die Kandhildung efolgt durch Konformationsdnderungen oder durch die Bewegung der N-
terminierten Doméane des Proteins. Dieses Schleusensystem verhindert das Hief3en von lonen
und klenen Molekilen in bede Richtungen des Kands, en Problem, weches sch be
Moddlen mit einer permanenten Offnung einstellen wiirde.
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Abb. 4: Anlagerung von EisenSider ophor-K omplexen an Eisenr ezeptor proteine

Die TonB-Proteine in der cytoplasmaischen Membran bilden zusammen mit den ExbB- und
ExbD-Proteinen enen TonB-ExbB-ExbD-Komplex [Larsen et al.,, 1996], der fir die
Energievermittiung von der inneren Membran zu den Rezeptoren notwendig i (Abb. 5).
Audbser enes Enegiempulses ig e@ne bestimmte TonB-Konformation, die eingenommen
wird, wenn en Rezeptorprotein der &uleren Membran einen Eisen-Siderophor-Komplex
gebunden hat. Der weitere Trangport findet Uber periplasmatische Bindeproteine (PBP) und
ABC-Transporter  (ATP-Binding-Cassette-Transporter) der  Cytoplasmamembran  dtatt
[Braun, 1997; Buchanan et al., 1999]. Die Transportproteine erkennen Siderophore nur
unspezifisch und dienen zusiizlich zum Transport anderer Molekile [Braun et al., 1998;
Earhart, 1996]. Die fur den Transportprozess benttigte Energie wird durch ATP-Hydrolyse
bereitgestellt.
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Abb. 5 Schematische Darstellung eines Siderophor-vermittelten Eisentransports in
gramnegativen Bakterien, PBP. periplasmatisches Bindeprotein; AM: &ulRere
Membran; IM: innere Membran; CP. Cytoplasma; PP.  Periplasma;, ABC-
Transporter: ATP-Binding-Cassette- Transporter

Der Eisen-Enterobactin-Komplex wird vorwiegend Uber den FepA-Rezeptor in E. coli
aufgenommen, wéhrend linere Andoga wie Eisen-Dihydroxybenzoylssrin  (DHBS), mit
n=1, 2, 3 Uber Fu, Cir und IroN engeschleust werden. Cir, Fiu und IroN sind weitere
Siderophorrezeptoren der dul¥eren Membran, welche vorwiegend auf die Catecholkomplex-
Erkennung programmiert sind.

FhuA ig en weteres gut untersuchtes Rezeptorprotein und fir die Erkennung von
Hydroxamat-Siderophoren verantwortlich [Wayne & Nellands, 1975]. Die Topologie von
FhuA zegt ebenfdls verschiedene Ligandbindungsbereiche, die raumlich im Rezeptor
vertellt snd und auf einen organisierten Trangport hindeuten.
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2.3.2 Eisentransport in Mykobakterien

De biphassche Eisentransport in  die Mykobakterienzelle it durch die Biosynthese
verschiedener Sderophore  gekennzeichnet. Die extrazdlul&r produzierten  Exocheline
nehmen Fe**-lonen auf und transportieren diese ds Komplex zur Zelmembran des
Mykobakteriums [Rodriguez & Smith, 2003]. Hier wird das Eisen nach enem noch nicht
geklarten Mechanismus durch das intrazdlul&r agierende Mycobactin  Gbernommen und in
die Zdle gescHeud.

Mycobactine entsprechen  Sdlicylat-Siderophoren, wéahrend Exocheline aus Peptidmolekilen
bestehen. Mycobactine exidieren in zwe Formen, welche sch in der Lange ihrer Alkyl-
Subgiituenten, sowie in ihrer Lodichkeit und Polaritét unterscheiden. Die weniger polare
Form, das Mycobactin, agiert nur intrazeluldr, wéhrend die polarere Verbindung, das
Carboxymycobactin ins Medium ausgeschieden wird.

Der Einsatz von Siderophoren ads Antibiotikavektor zur Uberwindung von Zelmembranen
i be Mykobakterien aufgrund des zweiphasigen Exochdin/Mycobactin-Mechanismus nicht
praktibel [Ratledge 1999; De Voss et al.; 1999, Rodriguez & Smith, 2003]. Hierzu wirden
ausschlielich  Siderophore bendtigt, die eine hohere Affinitd zu Fe**-lonen besitzen ds
Exochdin und in der Lage sind, das Eisen direkt in die Bakterienzele zu trangportieren. Um
dennoch solche unabhéngigen Siderophorverbindungen zu finden, miissen Mutanten von M.
smegmatis mit enem Exochdin/Mycobectin-Defizit verwendet werden [Schumann et al.,
1998; Schumann & Mallmann, 2001].

Naturliche Sderophore wie Aerobaktin und andere Hydroxamate [Schumann & Mdllmann,
2001], synthetische Biscatechol at- Sderophore mit Diaminosduregrundstruktur
[Schnabelrauch et al., 2000], Triscatecholate von Triaminen [Henisch et al., 2002a] und
Ferrichrome[Lin et al., 2001] snd in der Lage, diese Funktion zu Ubernehmen.

Interessante neue Verbindungen auf der Bass von Monosacchariden sollten ebenfdls diese
hohe Eisenaffinitét besitzen, um die Zdlmembran von Mykobakterien zu Gberwinden.
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2.4 Freisetzung von Eisen

Kinetische ,in vitro*-Untersuchungen fir die Protonenvermittdte Eisenfreisetzung aus
Ferrisderophoren zeigten einen Mechanismus, be dem die Freisetzung des Eisens in e@nem
erden Schritt durch Dissoziation ener zweizdhnigen Einhat vom vollsandig koordinierten
Fe** eingeleitet wird. Die dadurch frei gewordenen Koordinationsstellen werden dabei durch
Wasserliganden ersetzt. Hierdurch wird die Bindungssffinitt des Siderophors zum Fe™*
veringet und durch weitere Dissoziationsprozesse gelingt die Freisetzung des Fe®*
[Boukhafa & Crumbliss, 2002].

Unter physiologischen Bedingungen muss die Freisstzung des Eisens jedoch auf anderem
Wege efolgen, da die Protonenkonzentration in der Zdle fir den o0.g. Mechanismus nicht
augreicht. Ein wichtiger Hinweis auf den ,in vivo‘-Mechanismus war, dass Siderophore Fe**
zwar sehr fest binden, jedoch nur eine schwache Komplexierung des Fe**-lons zeigen. Dieser
Unterschied in der Affinitét der Siderophore gegeniiber Fe**- und Fe**-lonen kann durch den
Lewissiure-Charakter der beiden Spezies erklat werden. Fe** ds starke Lewissiure
bevorzugt die Hexakoordinierung durch harte Donoren wie Sauerstoff. Im Gegensatz dazu
glt Fe* ds wesentlich schwichere Lewissiure und besitzt eine stérkere Affinita zu
polariserbaren Liganden. Die Stebilitt der Fe?*-Siderophor-Komplexe it um ca 20
GroRenordnungen geringer ds die der entsprechenden Fe**-Verbindungen. ,In vivo* efolgt
die Freisstizung des Eisens in der Zdle daher wahrscheinlich Uber die Reduktion des Eisens
und die anschlieRende Dissoziation des wesentlich instabileren Fe**-Siderophor-Komplexes.
Das im Cytoplasma freigesetzte Eisen kann in verschiedene Proteine eingebaut werden.
Bisher ig nur ein Protein bekannt, dass Eisen spezifisch vom Siderophor trennt. Fes (ferric
enterochdin edterase) setzt Eisen aus dem E. coli-Siderophor Enterochelin frel [Brickman &
Mcintosh, 1992; Schubert et al., 1999]. Be hoher intrazdluldrer Eisenkonzentration bindet
Fe’* an den Aporepressor Fur ferric uptake regulator). Der Fe*-Fur-Komplex bindet dann
an die Fur-Box, die in der Promotorregion von eisenregulierenden Genen liegt und inhibiert
die Transkription dieser Gene [Escolar et al., 1999; Hantke, 1981]. Unter Eisenmangd |6st
sich dieser Komplex und die Transkription der eisenregulierenden Gene kann gtattfinden.

Es exidieren zwel Arten des Siderophor-vermittelten Eisentrangports. Im ersten Fal wird der
esenbindende Ligand vollstandig zuriickgewonnen. Das Ferisderophor wird in die Zdle
transportiert, setzt dort das Eisen fre und wird wieder aus der Zele ausgeschleust, um fir
enen neuen Zyklus des Eisentrangportes zur Verflgung zu dehen. Der zwete Typ verlauft
unter Zerstbrung des Siderophors. Hierbe muss die Zedle die Reste des Siderophors

verdauen, um das Eisen frazusetzen. Die Untersuchung der Struktur des Liganden im
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Hinblick auf seine Toxizitét it daher von entscheidender Bedeutung. Vide Siderophore
bestzen Peptide ds Grundstrukturen. Diese snd im Kérper gut abbaubar [Crichton, 2001,

Boukhafa& Crumbliss, 2002].

Ba de Synthese andoger Verbindungen bieten dch daher Monosaccharide aufgrund ihrer
Struktur und ihrer guten biologischen Eigenschaften an und bigten en wetes Feld der
Siderophorforschung.

Zucker gnd im Allgemenen fir den menschlichen Organismus ungefdhrlich. Waeiterhin
bestzen de ene Vidzahl chirder Zentren. Die Resktiviti der funktiondlen
Hydroxygruppen it bereits gut untersucht worden und Se egnen dSch sehr gut fir den
Einbau von chdatiserenden Gruppen Uber Spacer.
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3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION
3.1 Synthesen

3.1.1 Synthese der Catecholat- und Hydroxamat-Ligandeinheiten

Die Dagdlung der verschiedenen Ligandenheten ist bereits in der Literatur beschrieben
worden und wird hier noch einma aus Grinden der Ubersichtlichkeit und der besseren
Vergéndiichkeit angefihrt. Neben den freen Caecholaten und Hydroxamaten wurden as
deren synthetische Vordufen entsprechend azyklische Verbindungen verwendet, die nach
bisherigen Erfahrungen ebenfdls gute Siderophorwirkungen zelgen konnen [Henisch et al.,
2002a). Diee azyklischen Vebindungen werden vermutlich am  Ort  der
Bakterienvermehrung durch Acylasen in die frden Verbindungen gespdten. Se dienen somit
ds Trangportvektoren  fir  Siderophore  und  bestzen  mdglicheweise  bessere
pharmakologische Eigenschaften [Henisch et al.,, 2002b]. Als solche azyklische
Verbindungen wurden O-Acyl- oder O-Methoxycarbonylcatecholate sowie 8-Methoxy-
carbonyloxy-1,3-benzoxazin-2,4-dione  ds heterozyklisch verbriickte Catecholate sowie
N-Benzyloxy-Hydroxamate  eingesetzt.  Als  Ausgangsstoffe  wurden  entsprechende
2,3- bzw. 3,4-Di-(acyloxy)benzoylchloride verwendet.

Fur die Synthese des 2,3-Di-(acetoxy)benzoylchlorids 111 [Rastetter, 1981] und des 3,4-Di-
(methoxycarbonyloxy)benzoylchlorids VI [Henisch et al., 1992] wurden die phenolischen
Hydroxygruppen der Ausgangsverbindungen 2,3-Dihydroxybenzoesiure I und
3,4-Dihydroxybenzoesdure 1V es  mit Essgsiureanhydrid bzw.  Methylchlorformiat
acetyliet oder methoxyliert. AnschlieRend erfolgte die Uberfihrung in das Saurechlorid mit
PCls in einer TetrachlormethanlGsung (Sehe Abb. 6 und 7).

O (@] (@]
oH () oH (i) Cl
E— e
OH OAc OAc
OH OAc OAc
| I 11

Abb. 6: Synthese von 2,3-Di-(acetoxy)benzoylchlorid,
(i) Ac;O/H*, Diethylether; (ii) PCls, CCly
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Abb. 7. Synthese von 3,4-Di-(methoxycarbonyloxy)benzoylchlorid (i) CICOOCHs, 2 M
NaOH, H,0, 0°C; (ii) PCls, CCl4

2,3-Di-(acetoxy)phenoxyacetylchlorid X wurde nach ener Vorschrift von Egbe [1995] aus
Pyrogdlol VIl und Monochloressgsaure gewonnen. Die daraus resultierende 2,3-Dihydroxy-
phenoxyessgsaure VIII wurde wiederum mit Essgsiureanhydrid acetyliert und mit PCk in
das entsprechende Saurechlorid Uberfihrt (Abb. 8).

0 0
Q: (') OH (ii) o\)J\OH (i) O\)J\d
— —
OAc OAcC

OAc OAc
X

VIII IX

Abb. 8 Synthese von 2,3-Di-(acetoxy)phenoxyacetylchlorid X (i) CICH,COOH, 10N
NaOH (25% Ausbeute); (ii) Ac,O,/H", Diethylether; (iii) PCls, CCly

Fur die Dagdlung des 8-Methoxycarbonyloxy-2,4-dioxo- 3,4-dihydro-2H- 1,3- benzoxazin-3-
yl-acetylchlorids  XVI  und des  8-Methoxycarbonyloxy-2,4-dioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-
benzoxazin-3-yi-propionylchlorids  XVII  wurde nach Wittmann und Mitarbeitern [2000]
vorgegangen (Abb. 9). Hierbel wurde 2,3-Di-(methoxycarbonyloxy)benzoylchlorid X1 mit
Glydn XI bzw. b-Alanin XI1 umgesetzt. Die Uberfihrung in das Saurechlorid erfolgte mit
PCls.

o (- QLIS QL

OCOOCH, OCOOCH,
XI n=1 X1 XIVn=1 XVl n=1
Xln=2 XV n=2 XVIIn=2

Abb. 9: Synthese von 8-Methoxycar bonyloxy-2,4-dioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-
3-yl-acetylchlorid XVI und 8-M ethoxycarbonyloxy-2,4-dioxo-3,4-dihydro-2H-
1,3-benzoxazin-3-yl-propionylchlorid XVII (i) wassige NaHCOs-Losung, THF,
0 °C; (ii) PCls, CCly
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Die Prgparation der Hydroxamsdureverbindungen XX, XXVI und XXVII wurde in der
Literatur bereits von Wittmann et al., 2002 und Sharma et al., 1989 beschrieben. N-Methyl-N-
(benzoyloxy)monoglutaramid XX  wurde aus  O-Benzoyl-N-methylhydroxylammoniumhydro-
chlorid, das mit Natriumhydrogencarbonatlésung freigesetzt wurde, und Glutarsaureanhydrid
gewonnen (Abb. 10).

0 0 o)
| . | |
NH,cl 0 _NH - (i), (i) _N OH
©)k m
IXX XX

XVIII

Abb. 10: Synthese von N-M ethyl-N-(benzoyloxy)monoglutaramid XX (i) Dioxan, 1 M
wéssrige  NaHCOs-Losung; (i) TFA, CHxCly; (i) Glutarsdureanhydrid TEA,
CH,Cl,

N-Methyl-N- (benzyloxy)glutaramid XXV und N-Methyl-N- (benzyloxy)succinamid XXVI |

wurden in ene viersufigen Synthese dargestdlt. Dabe wurde O-Benzylhydroxylamin-
hydrochlorid mit  Di-tert.-Butyldicarbonat  in Dioxan und 1M wéassiger Natrium-
hydrogencarbonatlésung zum tert.- Butyl-N-benzyloxycarbamat  umgesstzt. Dieses wurde mit
Natriumhydrid und Methyljodid methyliert. Die Abspatung der Butoxycarbonylschutzgruppe
efolgle mit Trifluoressgsdure [Sulsky et al.,, 1989]. Das entstandene N-Benzyloxy-N-
methylamin  wurde nun mit Glutarsdureanhydrid und Berngteinsdureanhydrid in - Gegenwart
von Triethylamin und Dimethylaminopyridin zu XXVI und XXVI11 umgesetzt (Abb. 11).

oMM 0w _0__0 () o N (i
©/\ ol + ﬁ/ \n/ T )\/ o ﬁ/ \n/ ~0 o

XXI XXII XXl

XXVI n=1

0
o e A
\n/ o} (i) o} (iiii) 0 n “OH
XXIV XXV

XXVII n=2

Abb. 11: Synthese von N-Methyl-N-(benzyloxy)glutaramid XXVI und N-Methyl-N-
(benzyloxy)succinamid  XXVII, (i) Dioxan, 1M waéassr. NaHCOs-Losung;
(i) CHsl, NaH, DMF (abs); (iii) TFA, CH,Cl; (iiii) Glutarsauranhydrid (n=2)
bzw. Berngteinsureanhydrid (n= 1), TEA, CH.Cl,
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3.1.2 Synthese von Biscatecholat-Sider ophor-Analoga

Aus der Literatur snd enige Biscaiecholate wie N,N’-bis-(2,3-dihydroxybenzoyl)-L-lysn ds
wirksame bakteridle Sderophore bekannt [Corbin & Bulen, 1969]. Zur Synthese von
Biscatecholaten mit Monosaccharidgrundgerist wurde von Methyl-4,6-O-isopropyliden-a -D-
glucopyranodd 1 ausgegangen, das aus Methyl-a-D-glucopyranosd und Dimethoxypropan
hergestelt wurde [Bazin et al.,, 1995]. In der Ausgangsverbindung sind die Hydroxy-
funktionen in Pogdtion 2 und 3 trans-standig zueinander angeordnet. Aus der Reektion von 1
mit  2,3-Di(acetoxy)benzoylchlorid 111 wurde die Vebindung Methyl-2,3-bis-O-[2,3-di-
(acetoxy)benzoyl] -4,6-O-isopropyliden-a -D-glucopyranosd 2  erhdten [Descotes et al.,
1984].

Die Abspdtung der IsopropylidenSchutzgruppe mit Essgsdure [Hanessan et al., 1983]
lieferte dann das gewlnschte Biscatecholat Methyl-2,3-bis-O-[2,3-di- (acetoxy)benzoyl]-a -D-
glucopyranodd 3 (Abb. 12).

Ry =a -n TR =

1 1
Abb. 12: Synthese der Biscatecholatverbindung aus Methyl 4,60|sopropylldena -D-
glucopyranosd 1 und 2,3-Di-(acetoxy)benzoylchlorid [11; (i) TEA, DMAP,

THF, —20 °C, (ii) Essigsiure (98%), CH,Cl,, RT
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3.1.3 Synthese von Triscatecholat-Sider ophor-Analoga

Die Triscatecholat- Siderophor-Andoga mit Monosaccharidgrundgeriit wurden nach  dem
Vorbild des Enterobactins synthetisert. Als Ausgangszucker wurden Methylglucopyrancside,
Methylgadactopyranosde und Methylribopyranosde gewéhlt, die in Pogtion 2, 3 und 4 mit
den Catecholeinheiten verknipft werden sollten.

3.1.3.1 Triscatecholate mit M ethyl-a -D-glucopyranosidgrundger Uist

Zunachg wurde eine Synthese geplant, welche die direkte Veresterung der drei Alkohol-
sauerdoffe des Zuckers zum Zid hatte. Hierfir wurde Methyl-a-D-glucopyranosd zuerst in
6-Sdlung mit einer Tritylgruppe geschiitzt [Chaudhary et al., 1979]. Das gewonnene Methyl-
6- O-trityl-a - D-glucopyranosd 4 wurde auf unterschiedliche Arten verestert (Abb. 13).

1. Weg:
Ph.CO - Ph,CO
5O O 0] RO O R=H oder O OAc
B —
HO o RO o OAc
OMe OMe
4 5

2. Weg:

R =H oder (0] OH
T 0, TR o
HO RO )k©/
OH OR
OMe OMe
4 6

Abb. 13:  Veresterungen von M ethyl-6-O-trityl-a -D-glucopyranosid
(i) 2,3-Di-(acetoxy)benzoylchlorid 111; TEA, DMAP, THF, =15 °C, CH.Cl,, RT
(i1) 2,3-Dihydroxybenzoesdure, DMAP, DCC, CH,Cl,, RT

Hierbet wurde nach dem Vorbild der Biscaecholaverbindungen ene Resktion des
geschitzten Zuckers mit  2,3-Di-(acetoxy)benzoylchlorid 111 durchfihrt. Das gewiinschte
Produkt Methyl-6-O-trityl- 2,3,4-tris- O-[ 2,3- di- (acetoxy)benzoyl] - a - D-glucopyranosid 5
konnte jedoch aus enem Gemisch von drefachen, zwefachen und enfachen
Subdtitutionsprodukten  nicht  isoliet werden. Es  wurden  hierzu  unterschiedliche
HPLC-Gradiententrennungsgdnge im  System  Acetonitril-Wasser  durchgefuhrt (Abb. 14). Die
gewlnschte Substanz lie3 dch jedoch nicht von ihren strukturverwandten Verbindungen
abtrennen, die aufgenommenen Massenspektren der einzelnen Fraktionen zeigten kein reines
Hauptprodukt. (Abb. 15). Deshdb wurde ein weterer Ansaiz verfolgt, der eine vollsgandige
Veresterung mit einem Catecholat vermuten lief3. Die Dihydroxybenzoesiure wurde Uber die
Seglich-Methode [Neises & Steglich, 1978] mit dem tritylgeschitzten Monosaccharid mit
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Hilfe von Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und DMAP verestert. Doch auch hier konnte die
Verbindung Methyl-6- O-trityl- 2,3,4-tris- O- (2,3- dihydroxybenzoyl)- a - D-glucopyranosid 6
nicht in der gewilinschten Reinhelt isoliert werden.

140 — Ty o

90—

molls

% Mablle Phaze

______

T
a 20 A0 211
Minutae

Abb. 14:  Chromatogramm einer HPL C-Trennung der Verbindung 6;
HPLC-Gradient: 40% ACN, 5 min; +3 %/min, 100% ACN 25 min,
F = Fraktion 1-11
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Abb. 15: ESI-Massenspektrum einer HPL C-Fraktion derVerbindung 6;
Fraktion 11

Da die Synthesen zur direkten Verknipfung der Catecholaichelaioren mit der Glucosyl-
verbindung offendchtlich nicht zum Erfolg fihrten, wurde der Schwerpunkt auf die Synthese
von Caecholatverbindungen gesetzt, deren chdatiserende Einheten Uber Spacer mit den
M onosaccharidbausteinen verbunden waren.

Aus dem Methyl-6-O-trityl-a - D-glucopyranosd 4, welches zuvor schon in dem Versuch der
direkten Veresterung mit den O-Acylcatecholaten as Edukt verwendet worden war, wurde
durch ene Michad-Cyanethylierung mit Acrylnitril und Kdiumhydroxid Methyl-2,3,4-tri-O-
(2-cyanoethyl)-6- O-trityl-a -D-glucopyranosd 7  hergestdlt [Bazin et al., 1995]. Die
Hydrierung der letztgenannten Verbindung mit Co,B und NaBH, ergab das Methyl-2,3,4-tri-
O-(3-aminopropyl)-6-O-trityl-a -D-glucopyranodd 8 ds zentrde Ausgangssubdanz fir die
Verknipfung mit verschiedenen Chdat-Gruppen. Fir die Darstdlung des Katalysators CoB;
wurde eine methanolische Losung von CoChb mit Natriumborhydrid umgesetzt [Ambros et
al., 1998].

Durch die Umsdtzung von 8 mit Trigthylanin, DMAP und einem Uberschuss von 2,3-Di-
(acetoxy)benzoylchlorid Il bzw.  3,4-Di-(methoxycarbonyloxy)benzoylchlorid VI in
absolutem  Tetrahydrofuran  konnten die Produkte Methyl-2,3,4-tris-O-{N-[2,3-di- (acetoxy)
benzoyl] - 3-aminopropyl} -6- O-trityl-a -D-glucopyranosid 9a und Methyl-2,3,4-tris-O-
{ N-[3,4-di(acetoxy)benzoyl] - 3-aminopropyl} - 6- O-trityl-a -D-glucopyranosd 9c erhdten

werden.
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Die Abspdtung der Tritylschutzgruppe efolgte durch  methanolisches  Bortrifluorid-
Diethyletherat in Dichlormethan [Dax et al., 1978] und ergab die Verbindungen Methyl-
2,3,4-tris-O-{ N-[ 2,3- di- (acetoxy)benzoyl] - 3-aminopropyl} -a - D-glucopyranosd 10a und
Methyl-2,3,4-tris- O-{ N-[ 3,4- di- (methoxycarbonyl oxy)benzoyl] - 3-aminopropyl} -a - D-gluco-
pyranosd 10c. Die Deecetylierung der geschitzten Catecholgruppen von 9a gdang mit
1 M Natriumhydroxidésung  und  fihrte  zu  der Vebindung  Methyl-2,3,4-tris-O-
[N-(2,3-dihydroxybenzoyl)-3-aminopropyl] -6-O-trityl-a -D-glucopyranosd = 9b  mit  fraen
catecholischen OH-Gruppen. Be diesr Umsetzung war die Entfernung des gdéden
Sauerstoffs aus der 1M NaOH-LGsung durch die Audrebung mit  Stickstoff  von
entscheildender Bedeutung, da ansonsten eine Oxidation der Catecholgruppen efolgt wére
(Abb. 16). Die andoge Synthese wurde ausgehend von der Verbindung 10a zu 10b
durchgeftinrt.

OCPh,

OCPh,
OCPh, NC\/\ o H,N
Q i % i
HO ﬁ, ~_© ( i) H N\/\/
HO NC O
OH OMe
4 OMe 7 8
NC NH2
O o]
A OCPh, L OH
R™ N o) R™™N o)
H H o} 5 H H o o
(III) 0 N\/\/ o) (””) (@) N\/\/ 0
L e OMe —— » OMe
R R
o NH o NH
:( Q(
R R
9 ag 10 a-g
R= R= J— = R= R=
OR OCOCH, EE[
OCOOCH,
OCOOCH, OH
9a,10a R'=COCH, 9c, 10c: 9d,10d: 9e,10e 9f, 10 f
9b,10b:R'=H R'= COOCH,

Abb. 16: Synthese und Strukturen der Triscatecholverbindungen von Methyl-a-D-
glucopyranosd (i) Aaylnitril, 10% KOH (i) Co,B, NaBH4;, Methanol

(i) R-COCI, TEA, DMAP, THF (jiii) BFs-Diethyletherat, CH,Cl,
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Die Vebindung 8 diente des Weteren fir die Synthese von Siderophor-Andoga mit
grollerem Abstand der Catecholeinheiten vom Saccharidgrundgerist. Die Umsetzung erfolgte
hierbe mit 23-Di-(acetoxy)phenoxyacetylchlorid X, 8-Methoxycarbonyloxy-2,4-dioxo-3,4-
dihydro-2H- 1,3-benzoxazin-3-yl-acetylchlorid  XVI und  8-Methoxycarbonyloxy-2,4-dioxo-
3,4-dihydro- 2H- 1,3- benzoxazin-3-yl-propionylchlorid XV11.

Die 0 erhdtenen, in Pogtion 6 tritylgeschitzten Verbindungen 9d, 9e und 9g wurden
wiederum mit methanolischer  Bortrifluorid-Diethyletherat-Lésung  in - die  entsprechenden
entschitzten Verbindungen 10d und 10e Ubefihrt. Das Benzoxazin 9g wurde in e@nem
Resktionschritt ers mit BFs-Etherat und dann mit Natronlauge zum Methyl-2,3,4-tris-O-
{N-[N-(2,3-dihydroxybenzoyl)- b - danyl] - 3-aminopropyl} - 6- O-trityl-a -D-glucopyranosid 10g
hydrolysert.

Die Hydrolyse der Verbindungen 9 e und 10 e wurde ebenfals mit wassriger NaOH-Losung
durchgefihrt und ergeb Methyl-2,3,4-tris-O-{N-[N-(2,3-dihydroxybenzoyl)-glycyl] -
3-aminopropyl} -6-O-trityl-a -D-glucopyranosgd 9f, sowie die entsprechende Verbindung 10 f
(Abb. 16).

Die Hydrierung der Nitrilgruppen von der Verbindung 7 zu den primé&en Aminen erwies Sch
ds ener da entschedendsten Schritte diessr Siderophorsynthesen. In Anlehnung  an
verschiedene Hydrierverfahren von Nitrilen nach Rylander [1985] waren bereits zuvor auch
andere Hydrierungen der Nitrilgruppen efolglos versucht worden. Unter anderem  wurden
Versuche mit Pdladium/Kohlengoff-Katdysatoren  in - ethanolischer  bzw.  methanolischer
Losung unter Zugabe von Ammoniak oder Sdzsdure durchgefuhrt. Trotz Erwérmung und
dem Arbeten unter Druck konnte keine vollsténdige Hydrierung der Nitrilgruppen ohne
Zerg6rung der Verbindung oder andere Nebenresktionen erreicht werden. Eine Zugabe von
NaBH3CN zur methanolischen Niltrillésung, anschlielfendes Schitteln und  eine  darauf
folgende Hydrierung mit Pd/C fihrte zu keinem Erfolg. Rosentha und Baker beschrieben
ebenfdls mehrere  Hydrierungamethoden, zum enen ene Hydrierung von Nitrilen  mit
LIALHs in  Ether [1969], zum anderen ene  Hydrierung  Uber  enem
Rhodium/Aluminiumhydroxid-Katalysator in  Ethanol [1973]. Die beiden Verfaren zeigten
keine positive Regktion be der Hydrierung der drel Zuckernitrile.

Ein weterer Vesuchsansatz zur Herselung von Aminospacern bestand in der  Allylierung
der Zuckermolekile. Nach Kabalka et al. [1981] satzen sch Allylverbindungen mit Borhydrid
in Gegenwat von Ammoniumhydroxid mit Natriumhypochlorid be 0°C zu priméren
Aminen um. Die drefache Allylierung des Zuckers mit Natriumhydrid in DMF nach dem
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Zutropfen von Allylbromid bel 0 °C konnte in guter Ausbeute erreicht werden 11 [Leydet et
al.,, 1997]. Im né&chgten Schritt, der Bildung der Amine, konnte jedoch kein reines Methyl-
2,3,4-tri- O-(2-aminoethyl)-6- O-trityl-a -D-glucopyranosd 12 erhalten werden. (Abb. 18).

Einfache ungeschiitzte Monosaccharidalylverbindungen reageren nach Lee und Lee [1974]
aullerdem mit 2-Aminoethanthiol nach dem Mechanismus einer Michad-Addition. So wurde
versucht, die Tridlylverbindung 11 mit ener Lésung von 2-Aminoethanthiolhydrochlorid in
Wasser  (bidest) zu  Methyl-2,3,4-tri- O-[(2- ethylsuifanyl)- 2- ethylaming] - 6- O-trityl-a -D-
glucopyranosid 13 umzusstzen (Abb. 17). Die Additionsresktion fand jedoch nicht Statt, so
dass diese Spacerdrecke nach mehrmdigen Versuchsdurchfihrungen nicht welter verfolgt

wurde.
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Abb. 17: Synthese ver schiedener Aminspacer tiber Trisallylverbindungen
(i) NaH, DMF, Allyloromid; (ii) NHsOH, NaOCl; (iii) 2-Aminoethanthiol-
hydrochlorid, H,O

3.1.3.2 Synthese von Dihydroxybenzylidenhydrazino-Derivaten aus Methyl-a -D-gluco
pyranosid
Die Vaiation der Spacerdruktur zwischen Zucker und Cheatgruppe ermiglichte ene
Untersuchung der  Struktur-Wirkungsbeziehungen. Die  Aminopropylgruppe wurde  dabel
durch ene Hydrazinocarbonylethoxygruppe ersetzt. Als Ausgangsverbindung wurde das
schon in den ergen Synthesen verwendete Methyl-2,3,4-tri- O-(2-cyanoethyl)-6- O-trityl-a -D-
glucopyranosdd 7 eingesetzt, welches in einem edgen Schritt mit einer HClgedtigten
Methanollosung  [Mori, 1974 zu Methyl-2,3,4-tri-O-[2-(carboxymethyl)ethyl] -a -D-gluco-
pyranodd 14 umgesetzt wurde [Bazin et al., 1995]. Anschlie?end wurde eine wéassige
Loésung von 14 mit Hydrazin versetzt und e'wdamt [Organikum, 1993]. Das resultierende
Methyl-2,3,4-tri- O-(2- hydrazinocarbonylethyl)- a -D- glucopyranosd reegierte mit
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2,3-Dihydroxybenzaldehyd und 2,3-Di-(methoxycarbonyloxy)benzadehyd in Gegenwart von
Eisessig zu den Verbindungen 15a und 15b (Abb. 18).

OCPh, (0] OH
NC Q Meo/k/\ O, N/lk/\
O o o A H
Neind o (i) Meo~("™ 0 (ii), (i) <
OMe > OMe > \
o
NC o=
OMe ,NH
7 14 15 N“
15a:R = OH 15b: R =

Abb. 18: Synthese von Methyl-2,3,4-Tris-[2-(2,3-dihydr oxybenzylidenhydrazino-
carbonyl)ethyl]a -D-glucopyranosid 15 a und Methyl-2,3,4-tris-[2-(2,3-di-
methoxycar bonyloxybenzylidenhydr azinocar bonyl)ethyl]-a -D-gluco-
pyranosid 15 b, Moc = COOCHzs; (i) HCl/Methanadl; (i) Hydrazinhydrat,
D; (iii) R-CHO, Eisessg, Essgsiureethylester

Als weitere Ausgangsverbindungen wurden die Zucker Methyl-a-D-Ribose, Methyl-a-D-
Xylose, Methyl-a-D-Arabinose und Methyl-a-L-Rhamnose verwendet. Diese  Mono-
saccharide wurden in einem 1. Schritt mit Diazoessgester und BFs-etherat ds Lewis-Saure in
Chloroform  zu  Tricarboxymethylessgestern  z. B.  Methyl-2,3,4-tris- O-(2-ethoxycarbonyl-
methyl)-a -L-rhamnopyranosid 16 umgesetzt [Borggrefe, 1972]. Anschliellend wurden die
verschiedenen Zuckerderivate in ener wassrigen Losung mit Hydrazin versetzt und erwarmt
[Organikum, 1993]. Bel diesem Schritt erwies sch jedoch nur das resultierende Methyl-2,3,4-
tris- O- (hydranzinocarbonylmethyl)-a -L-rhamnopyranosd 17 ds dabiles Produkt, welches
mit  2,3-Di-(methoxycarbonyloxy)benzaldehyd in Eisessg zu der Vebindung 18 (Abb. 19)
reegierte. Dieses Produkt konnte jedoch nur in sehr geringen Mengen isoliert werden, die
zwar augeichend fir die drukturdle Charakteriserung waren, jedoch zu gering, um ene
biologische Testung daran durchzuftinren.
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Abb. 19: Synthese von Methyl-2,3,4-O-Tris-[2-(2,3-di-(methoxycar bonyloxy)benzyliden+
hydrazinocar bonyl)methyl]-a -L-rhamnopyranosd 18 (i) BFs-Etherat, Diazo-
essgedter; (i) Hydrazinhydrat, D; (i) 2,3-Dihydroxybenzadehyd, Eisessig

Ein Grund fUr das Scheitern der andogen Synthesen mit den Pentosen konnte darin bestehen,
dass de wdarend der Resktion mit Hydrazin unter erhShten Temperaturen Abbaureaktionen
unterliegen und daher keine stabilen Produkte bilden.

Die Bildung der Tris-Ethoxycarbonylmethyl-Derivate diesr Zucker verlief zuvor ebenfals in
wesentlich schlechteren Ausbeuten (<10%) und nicht isomerenrein.

3.1.3.3 Triscatecholate mit Galactopyranosidgrundger st

Zum Veglech der Sderophoraktivitdten von Triscatecholatlen mit  unterschiedlichem
Monosaccharidgrundgerist  wurde in enem Fal der Zucker durch Methyl-a-D-
gdactopyranosd  subdituiert. Die Synthese verlief andog zu der  Synthese  des
Glucosederivats 10 b Uber die Cyanethylierung von Methyl-6-O-trityl-a -D-galactopyranosid
19, die anschliglfende Hydrierung zu  Methyl-2,3,4-tris-O-(3-aminopropyl)-6- O-trityl-a -D-
gaactopyranosd 20 und die Resktion mit 2,3-Di-(acetoxy)benzoylchlorid zu Methyl-
2,3,4-tris-O-{ N-[ 2,3- di- (acetoxy)benzoyl] - 3-aminopropyl} -6- O-trityl-a -D-ga actopyranosd

21 (Abb. 20).

OH OCPh, HNT "o OCPh, RHNT "o OCPh,
o (i) o (i) Q
_— (o) —_ = e}
HO 5 HN- "™~ o RHN "™~ o
OMe J_/ OMe J_/ OMe
H,N RHN
19 20
(@] OAc
21:R = OAc

Abb. 20: Synthese und Struktur des Triscatecholats von Methyl-a-D-galactopyranosd
21 (i) Aayinitril, 1M KOH; (ii) NaBH4, CoCl,, Methandl; (iii) R-Cl, TEA
DMAP, THF (abs.)
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3.1.3.4 Triscatecholate mit Ribopyranosidgrundger st

Zum Vegleich der Sderophoraktivitdten von Triscatecholen mit  MonosaccharidgrundgerUst
wurde in einem weiteren Fal der Zucker durch Methyl-a-D-ribopyranosd subdtituiert. Die
Synthese verlief, wie oben fir das Glucosederivat 10 b beschrieben, Uber die Cyanethylierung
von Methyl-6-O-trityl-a -D-ribopyranosd 22, die anschlielende Hydrierung zu Methyl-2,3,4-
tris-O-(3-aminopropyl)-a -D-ribopyranosd 23 und die Resktion mit 2,3-Di-(acetoxy)-
benzoylchlorid 2u Methyl-2,3,4-tris- O-{ N-[ 2,3-di- (acetoxy)benzoyl] - 3-amninopropylribo-
pyranosd 24 (Abb. 21). Das Produkt 24 wurde zwar in der ESI-Massenspektrometrie as
[M-H] =994,9 Da und [M+Na]” = 1019,1 Da gefunden. Jedoch lag das gewiinschte Produkt
in ser geainger Konzentration in @nem Produktgemisch von Verbindungen mit enem
unterschiedlichen Subdtitutionsgrad und  Resktionsprodukten, bei denen enzelne Spacer-
gruppen  abgespdten  waren, vor. Waeiterhin - konnten  ebenfals  Ringdffnungsprodukte
identifiziet werden. Dieses Produktgemisch lie? sich durch sdine chemische Ahnlichkeit mit
Hilfe verschiedener Gradientenprogramme der HPLC  nicht  trennen.  Mehrfache
Versuchswviederholungen  mit  unterschiedlichen  Resktiongemperaturen  und  Edukt-
konzentrationen fuhrten ebenfdls zu &lichen Produktgemischen, die nicht waeiter
aufgetrennt werden konnten. Ein zweiter Amidbildungsversuch mit dem Trisamin 23, diesmd
mit 2,3-Dibenzylbenzoesdure Uber die Bildung enes Aktiveters mit (O-Benzotriazol-1-yi)-
N,N,N‘,N*-tetramethyluronium- hexafluorphosphet (HBTU) und  Triethylamin  in  Acetonitril
fuhrte nicht zur gewlinschten Verbindung 25.

HO% (), (ii) HZN/\/\O/% (iif) RANTNA 0
c)HOMe o WM

OH H/O é Ove 5 é e
NH, H/
NH, NHR R
22 23 24 R= 0 OA

OAc

(iiii)
25 R= O OBn

// -
// - ,LL t .OBn

Abb. 21: Synthese und Struktur des Triscatecholats von Methyl-a -D-ribopyranosid 24
(i) Acrylnitril, 1M KOH; (ii) Co,B, NaBH4, Methandl; (iii) R-Cl, TEA, DMAP,
THF (abs)), -5 °C, (iiii) RCOOH, HBTU, TEA, ACN
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3.1.4. Synthese von Trishydr oxamat-Sider ophor-Analoga

Vide bakteridle Sderophore, wie z. B. das Ferichrom oder das Ferricrocin enthdten an
Aminosiuren gebundene Hydroxamatgruppen. Fir die Synthese andoger Verbindungen mit
Monosaccharidgerist wurden  Methyl-a-D-glucopyranosd,  Methyl-a -D-gdactopyranosid,
Methyl-a-D-ribopyranosd 22, Methyl-a-D-xylopyranosd 26 und 1,3,5-Tri-O-benzyl-myo-
inodt 27 ds Edukte engesstzt. Die Methyl-a-D-hexopyranosde wurden zuers mit
Triphenylmethylchlorid in ener DMFLosung in die entsprechenden 6-O-Triphenylmethyl-
verbindungen 4 und 19 nach Chaudhary et al. [1979] Uberfihrt.

Die Mehyl-a-D-pentopyranoside 22 und 26 wurden Uber ene Fisher-Glycosdierung mit
Methanol unter VVerwendung von lonenaustauscherharzen dargestellt [Bishop et al ., 1963].
Myo-Inost 27 wurde mit Triethylorthoformiat in DMF zu myo-Inosit-monoorthoformiat 28
umgesetzt, die ungeschitzten OH-Gruppen in Podtion 1, 3 und 5 wurden mit Benzylbromid
in DMF in Gegenwat von Nariumhydrid benzyliet 29. Anschiellend wurde die
Orthoformiatschutzgruppe mit 10 M HCl in Methanol wieder abgespdten und es wurde das

2,4,6-Tribenzyl-myo-inogt 30 erhdten (Abb. 22) [Billington et al., 1989].

H H
OH  oH %\ %\ OH  oH
OH : o) . ) OH
M - M - M : M
HO —> —> —> BnO
HO BnO
(0] OBn
OH 0 OFn OBn
OH OBn
27 28 29 30

Abb. 22: Darstellung von 2,4,6-Tribenzyl-myo-inosit 30 aus myo-Inosit 27: (i) HC(OEt)s,
DMF, p-TSOH x H,O, (ii) BnBr/NaH, DMF (abs.), (iii) HCI/MeOH

Die Ausgangsprodukte 4, 19, 22, 26 und 30 wurden mit Hilfe von Dicycdohexylcarbodiimid
(DCC) und DMAP mit den Hydroxamsduren XX, XXVI und XXXVII verestert. Die
Abspdtung der Tritylschutzgruppe von den Verbindungen 31a-c und 32 a-c efolgte wie
oben be den Catecholatsynthesen erwadhnt, mit Bortrifluorid-Diethyletherat in  Dichlormethan
[Dax et al., 1978] und ergab die benzoyl- und benzylgeschiitzten Trishydroxamate 33 a-c und
34 a-c. Aus dear Ribopyranosd- 22 und der Xylopyranosdverbindung 26 sowie der myo-
Inostverbindung 30 wurde auf direktem Weg die benzoyl- und benzylgeschitzten
Trishydroxamate 35a-c, 36a-c, 37a-c gewonnen. Als letzter Syntheseschritt zu den
Trishydroxamatsderophoren 33d,e, 34d,e, 35d, 36d,e, 37d,e, 38d,e afolgte de
Wassargtoff  Uber

Abspdtung der  Benzylgruppen durch  Hydrierung  mit enem

PdladiunvK ohlengtoff- K ataysator in Methanol (Abb. 23).
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Abb. 23: Trishydroxamatsynthesen ausgehend von verschiedenen Monosacchariden: (i)
XX, XXXVI bzw. XXXVII mit DCC, DMAP, CHxCl; (i) BFs-
Diethyletherat/Methanol, CH,Cly; (iii) Hz, Pd/C (10%), Methanol

betrachtet
Revershydroxamate. Hier sind gegentiber den natlrlichen Hydroxamaten die NOR- und CO-
Gruppe vertauscht, wobel die Chdateigenschaften gegentber Metdlionen erhdten bleben.
Die Revershydroxamate sind jedoch synthetisch besser zugéanglich.

Die Revershydroxamatverbindungen
Catecholatverbindungen  auch
Trennung dieser Verbindungen it wesentlich leichter und Se lassen erkennen, dass die
Synthesen wesentlich sdektiver ablaufen. Als Begpid i en Chromatogamm der HPLC-

Die neu  gynthetiseten  Trishydroxamatverbindungen  snd  genauer

lassen dch im

Gegensatz zu den
in grolReren Ausbeuten gewinnen. Die chromatographische
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Trennung von Vebindung 33c (Abb. 24) abgebildet. Es snd dre Hauptfraktionen zu
erkennen, welche enfach-, zweifach und dreifach-subgtituierten Produkten des Methyl-a-D-
glycopyranosids entsprechen. Die Fraktion F3 konnte eindeutig Uber die Massenspektrometrie
und die NMR-Spektroskopie der angegebenen Struktur  zugeordnet werden. Die
anchliefende Hydrierung  Uber  einem  Pdladium/Kohlengtoffkatalysator  bewirkte  keine
sterische Anderungen des Zuckerhydroxamats und das Produkt konnte annghernd vollstandig

umgesetzt werden.
Chrarmalegrans
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Abb. 24: Chromatogramm einer HPLC-Trennung der Verbindung 33 c; HPLC-Gradient:
40% ACN, 5 min; +3%/min, 100% ACN 25 min, F = Fraktion 1-3

Die Abbildungen 25 und 26 zeigen zweidimensonde NMR-Spektren der Verbindung 33 ¢ in
der Form eines HMBQC-NMR-Spektrums, bel welchem die Fernkopplungen zwischen C-
und H-Atomen ermittdlt werden. Im Vergleich zu @nem normaen °C, H-Shift-korrdierten
2D-NMR-Spektrum erkennt man in diesem Spektrum Korrelationspesks, die zu *C-Kernen
und Protonen an Nachbaratomen gehdren (2Jcn). Durch diese Spektren werden insbesondere
die Verknipfungen der Alkohole mit den Hydroxameatresten eindeutig bestimmt.
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Abb. 25;: Zwedimersionales HMBQC-*C,*H-NM R-Spektrum der Verbindung 33c in

CDCl3
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fi*

Abb. 260 500 MHzNOESY-'H-NMR-Spektrum der Verbindung 33c in CDsOD.

Ausschnitt: Bestimmung der Stereochemie der Wasserstoffe im Glucopyranosd.
Im NOESY-NMR-Spektrum werden die homonuklearen Kopplungen 2zwischen den
verschieden Protonen im Molekil dargestellt. Durch diese Methode ist eine Konformeations-
bzw. Konfiguraionsbestimmung des Moleklls moglich. So i aus dem dargestdlten
Spektrum zu entnehmen, dass das H1-Atom schwach mit dem H2-Atom und das H2-Atom
mit dem H4-Atom koppdt. Mit diesen Kopplungen und den ‘H-Verschiebungen kann die
Stereochemie des Molekils festgeegt werden. Es handdt sch eindeutig um eine Methyl-a-
D-Glucopyranos dverbindung.
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3.1.5. Versuche zur Synthese von Glycerintriscatecholaten als

M odellver bindungen

Geplant waren weterhin Synthesen mit  Glycerin ds enfacher linearer  Moddlverbindung
enes Trisdkohols Die dra Alkoholgruppen sollten zundchst ds einfaches Sysem mit
Catecholen Uber Spacer verkniipft werden. Die Uberlegung war, dass aus den Erkenntnissen,
die aus diesen Synthesen gewonnen werden <oliten, ene systematische Ubertragung auf
Zucker efolgen sollte Die angestrebten Verbindungen <oliten Uber eine Cyanethylierung,
gne anxthlidende Hydrieeung zu  e@nem  Trisamin - und die Veknipfung mit
Catecholverbindungen zu einem Sderophor-Andogon efolgen. Die esen zwe Stufen
konnten erfolgreich durchgefiihrt werden, obwohl bel der Cyanethylieeung mit KOH und
Acrylnitril sehr vide Nebenprodukte, unter anderem Dioxopropionitril entstanden, die nur mit
ene Kugdrohrdedtillation (15 mm Hg) bis 240 °C entfernt werden konnten (Abb. 27). Die
Hauptfraktion wurde be 260 - 262 °C Uberfihrt. Es wurde beobachtet, dass der Anteil der
Nebenprodukte umso groRer wurde, je stérker sich das Reaktionsprodukt gelb einfarbte. Der
Rickstand musste anschliel3end Uber ene Kiesdgelsdule chromatographisch getrennt werden.
Die Hydrierung mit Co,B und NaBH; gdang nur in sehr geringen Ausbeuten (5%). Mit
anderen  Hydriermethoden wurde keine Hydrierung dler  Cyanidgruppen erzidt. Die
Verknupfung des Trisamins blieb jedoch efolglos, da das Edukt unter verschiedenen
Bedingungen in ener unddfinieten Form ds eine Art Haz audfid und nicht mit den
verschiedenen Catecholsiurechloriden, bzw. Catecholsauresktivestern resgierte. Somit  konnte
das Glycerin nicht wie geplant ds Moddlverbindung eingesetzt werden. Durch die hohere
Stabilitdt und ihre dare derische Struktur waren die Zucker fir die  angedtrebte
Triscatecholatsynthese besser geeignet, zumd die Neigung zur Polymerisation im Gegensatz
zum Glycerin sehr gering ausgebildet idt.

OH — —0—(CH,),CN ——> —O—(CH,),NH, O—(CH,),NHR
OH O—(CH,),CN O—(CH,),NH, O—(CH,),NHR

38 39 40 41
R= °x
(EEOM
oAc

Abb. 27: Versuche zur Synthese und Struktur der Triscatecholatver bindungen von
Glycerin (i) Acrylnitril, 40% KOH, 5°C (ii) Co,B, NaBH4, Mehand (iii)
R-COCI, TEA, DMAP, bzw. R-COOH, HBTU, TEA, Acetonitril

EOH (i) O0—(CH,(),CN (ii) O—(CH,),NH, (iif) EO_(CHz)aNHR
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3.2 Physikochemische Unter suchungen der Monosaccharidsider ophore
Die physkochemische Charakteriserung der neu synthetiserten Siderophorandoga mit
Kohlenhydratgrundgerist  erfolgte in  der  Arbetsgruppe von Prof. Crumbliss, Universté
Durham, USA.

Eisen liegt unter wassigen agroben Bedingungen und neutrdem pH zumed ds unlddiches
Eisen(ll)hydroxid vor [Crichton et al., 2001]. Be enem pH-Wet von 74 und in
Abwesenhet  chdatiderender  Liganden liegt dar  Gendt an lodichem Eisen
[Fe* o) + FE(OH)* (o + FE(OH)* ] bei 10'° M [Boukhdfa et al., 2002]. Diese
Konzentration it viermd niedriger ds die fir das optimae Wachstum von Mikroorganismen
essentiddl  bendtigte Eisenkonzentration [Braun et al., 1999]. Mikrobielle Siderophore haben
dne hohe ezifische Affinitst zu Fe**. Ihre Komplexbildungskonstanten liegen bei logo>30
[Albrecht-Gary et al., 1998] und Se chdatiseren sdektiv diesss Metdlion. Im Folgenden
wurden ausgewdhlte  Triscatecholate und  Trishydroxamate der neu  synthetiSerten
Monosaccharidsderophore  auf  ihre  Eisenkomplexierungseigenschaften  untersucht  und - mit
denen nalrlicher und synthetischer Siderophore verglichen. Die Charakteriserung ihrer
Eisenchdatiserung und ihrer Stabilitét in wéssigen Medien ig ba gleichzatiger Betrachtung
ihrer biologischen Wirkung von grof¥em Interesse. Aus den ermittdten Werten konnen
Rickschliisse auf die  Struktur-Wirkungsbeziehungen diessr neuen  Siderophore  gezogen
werden. Solche Untersuchungen waren jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich, da zu
wenig Subganzen  physkochemisch  untersucht werden  konnten.  Die  exemplarisch
untersuchten Substanzen sollen jedoch Hinweise Uber Vergleche mit anderen natlrlichen und
gynthetischen  Siderphoren  geben.  Vortelle der  Kohlenhydratsderophore  gegentiber
Enterobactin-  bzw. Ferioxaminandoga konnten in ener  dgnifikent  verbessarten
Wasserlodichkeit, einer dérkeren Hydrolyseresstenz und ener aufgrund des chirden
Grundgerists besseren  Erkennung durch das  Sderophoraufnahmesystem  liegen.  Hieraus
wirde eine hthere Verfligbarkeit von Eisen fir die Zellen folgen.

3.2.1 Triscatecholate

3.2.1.1 Bestimmung der Protonierungskonstanten der Triscatecholatliganden

Fir die Betimmung der Fe**-Komplexstabilitdiskonstanten war die vorherige Festlegung der
Protonierungskonstanten von grof3er Bedeutung. Die Triscatecholate Methyl-2,3,4-tris-O-{N-
[2,3-di(hydroxy)benzoyl-glycyl]-aminopropyl} -a - D-glucopyranosid 10f, im welteren
Verllauf ds HsLa beschriecben, und Methyl-2,3,4-tris-O-{ N-[2,3-di- (hydroxy)- benzoyl] -



3. Ergebnisse und Diskussion 37

aminopropyl} -a-D-glucopyranosd 10b (°HgLg) wurden ds 6-Protonensysteme angesehen.
Fir jedes Triscatecholat sollten aso 6 Protonierungskongtanten bestimmt werden. Diese
Protonierungskongtanten  sollten  durch  potentiometrische  und  spektrophotometrische
Titrationen ermittelt werden.

Die potentiometrischen Gleichgewichtskurven fir die Verbindungen HgLa und HeLg und
ihrer Fe(lll)-Komplexe Fe(lll)-HsLa und Fe(lll)-HsLg werden in Abb. 28 dargestdlit. In der
vorliegenden Andyse gibt a die Molaguivaente der Base, die pro Ligand addiert wurden, an.
Beide Liganden zeigten sghr dhnliche Titrationskurven Die  Ligandprotonierungskonstanten
Kun Snddurch Gl. 1 definiert undin Tab. 1 aufgdigtet.

K
Hoal ™"+ HY =— H.L®"  mit

[H,L ] )
[LH,, 7" ][H"]

Ky, =

11 +

9. @ . To © @

pH

0 1 2 2 a N A 7 8 9
a (Mol Base/ Mol Ligand)

Abb. 28: Potentiometrische Titrationskurven (a) 50x10* M HsLa; (b) 4,9x10* M HeLg;
(c) HsLg + Fe¥, 1:1, 49x 10 M; (d) HsLa + Fe*, 1:1, 50x 10* M; T=298 K
und m=0,10M NaClO4%; durchgehende Linien= auftretender Niederschlag;
Punktlinien= homogene LGsung

! 1 = Leitsal zkonzentration in destilliertem Wasser
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Tab. 1: Ligandprotonierungskonstanten fiir HeL o und HeLg?

logK H,L" LA Lg
n=1 12,9°¢ 13,1°
n=2 12,1°¢ 12,3¢
n=3 11,3°¢ 11,56 + 0,22 ¢
n=4 9,40 + 0,16 ° 10,47 + 0,21 ¢
n=>5 7,80+ 2,24 ¢ 8,11+ 0,274

7.82+0,30°

n=6 6,39 + 0,31° 7,35+ 0,259

aT =298 K undm= 0,10 M NaClO,

® definiert durch GI. (1)

¢ Abschitzung auf der Basis von N,N-Dimethyl-2,3-dihydroxybenzamid [Raymond et al., 1984;
Rodgerset al., 1987]

9 pestimmt durch potentiometrische Titration

€ bestimmt durch spektrometrische Titration

Die dre niedrigeren dieser sechs Protonierungskongtanten (Kun, n=4-6) gehdren zu den
acideren ortho-OH-Gruppen der Catechole. Die wahre Sdurestérke der ortho-Hydroxyl-
Gruppe it hoher ds die der meta-Gruppen. Dies ¢ vor dlem auf de
Wasserstoffbriickenbindung  der  ortho-Hydroxylgruppe mit  den  Carbonylamiden
zurtickzufUhren [Llines et al., 1973].

Die potentiometrischen Titrationskurven fir beide Liganden in  Gegenwart &quivaenter
Konzentrationen von Fe** (Abb. 28, Kurven ¢ und d) zeigen einen klaren Wendepunkt bei
a=6. Ba desem Weat d9nd bede Ligandiosungen dunkerot gefabt. lhre
Absorptionsmaxima  liegen im  UV/VIS Spektrum bei den Welenldngen | nax = 488 nm
(e = 4610 M*emi?) fiir Fe(lll)-HgLa und | max = 484 nm (e = 5390 M it fiir Fe(ll1)-HeLg,
de ds typische Ligand-Medl-Charge-Trander-(LMCT)-Banden  identifiziet  werden
konnten [Gordan et al., 1982; Balhausen, 1960]. Diese Werte korrespondieren sehr gut mit
dem TrisKomplex aus N,N-Dimethyl-2,3-dihydroxybenzamid und Fe** das hier ds
Moddlverbindung herangezogen wurde [Avdeef et al., 1978]. Die UV/VIS-Spektren gleichen
den UV/VIS Spektren vieler Komplex-Verbindungen, in denen Fe** durch dre zweizshnige
Liganden, wie z. B. durch sechs phenolische Sauerstoffe, koordiniert ist [Gerard et al., 1994].

Die spekirophotometrischen und potentiometrischen Titrationen zeigten, dass be pH > 95
nur ein Komplex vorliegt, in dem die sechs phenolischen Hydroxylgruppen deprotoniert sind.
Somit konnten die tiefroten Komplexe ds Fe(Il)La> und Fe(lll)Lg® identifiziet werden, in
denen Eisen durch die sechs phenolischen Sauerdtoffe der drei  Hydroxybenzoylgruppen
koordiniert wird.
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Die Titrationskurven von Fe(lll)-HsLa und Fe(lll)-HgLg sind erst &b einem pH-Wert von 4,3
bzw. 3,7 reproduzierbar, da unterhalb diesser pH-Werte be beiden Komplexen en dunkler
Niederschlag audfdlt. Dieser Festgtoff ergibt beim Gegentitrieren eine tiefrote Lésung. Nach
der Erhthung des pH-Werts auf 9,5 konnten die Originaspektren der Fe(lll)La®- und
Fe(l11)Lg*-Komplexe wieder erzeugt werden Der purpurne Feststoff ist dso ene neutrde
und unlddiche Eisenverbindung, welche reversbed in  definiete Zudande zurtickgefihrt
werden kann und somit kein entartetes Resktionsprodukt ist. Diese Beobachtung wurde
eberfdls fir einen Fe**-MECAM-Komplex in wéssiger Losung gemecht [Haris et al.,
1979].

Die egentliche Besimmung der Protonierungskonstanten der Fe**-Komplexe efolgte durch
spektrophotometrische  Titration Uber die Intenstésanderungen der  LMCT-Banden der
Eisenkomplexe (Abb. 29).

Absorbance

400 450 500 550 600 650 700 750 800
Wavelength (nm)

Abb. 29: UV/VISSpektrum von Fe''H,La als Funktion des pH-Werts von
pH = 1,07 -10,12; Versuchsbedingungen: HsLa + Fe3*, 1:1, 1,25 x 10 * M; T=298
K und m= 0,10 M NaClO4

Be genauer Titration Uber enzelne begrenzte pH-Bereiche fanden sch funf verschiedene
isoshestische Punkte fiir beide Fe**- Siderophorkomplexe (siehe Tab. 2).

An diesen Punkten exidiet jewels en Glechgewicht zwischen zwe  verschiedenen
Metallkomplexarten.
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Tab. 2: |soshestische Punkte der Fe'''HglL A und Fe''"HgL g-K omplexe

Fe'"HeLa Fe''HeLs
Welenldnge [nm] pH-Bereich Welenldnge [nm] pH-Bereich
515 9,05-10,12 491 9,85- 11,17
534 8,01 -9,05 526 8,52 - 9,56
546 6,03 — 8,01 556 7,22-8,13
605 4,41 -6,03 571 5,49 — 6,97
704 1,07-4,41 682 3,82-4,70

Bem erden isoshedtischen Punkt handet es sch um enen Ein-Protonentbertragungsschritt,
wiein Gl. 2 dargestellt. Die Protonierungskonstante ist durch Gl. 3 definiert:

FeL®* + HY === FeHL* @)
_ [FeHL”] 3
FeHL [FeLs][H+]

Die weteren vier isoshestischen Punkte wurden ebenfals as aufeinander folgende Ein-
Protonentbertragungsschritte  interpretiert.  Die  dazugehdrigen Gleichungen snd unter Gl. 4
angegeben. Die Protonierungskonstanten sind Uber Gl. 5 definiert.

Ho, FeL™*" + H =— FeH L™ (4)

« o [FeHL®
Ferbt ™ [FeH, L ™[H'] ©)

Fir die F'L*-Komplexe wurden die Protonierungskonstanten mit  Hilfe  der
pektroskopischen Daten Uber das LETAGROP-SPEFO-Progranm [Sillen et al., 1968]
berechnet. Das Protonentbertragungsmoddl geht mit den berechneten Daten konform, was
auch anhand der kleinen Standardabweichungen deutlich wird (Tab. 3). Die ersten dre
Protonierungskongtanten zeigen, wie auch bel den potentiometrischen Messungen, in ihren
Werten deutliche Unterschiede. Das Auftreten des Niederschlags be niedrigen pH-Werten
hatte jedoch zur Konsequenz, dass keine Absorption mehr zu beobachten war und somit die
6. Protonierungskongtante nicht bestimmt werden konnte.
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Tab. 3: Protonierungskonstanten fiir die Fe'''HgL-K omplexe?

logK MHnL” La Ls
n=1 9,31 + 0,07 10,12 + 0,26
n=2 8,16 £ 0,16 9,12+ 0,24
n=3 7,05+ 0,19 759 +0,12
n=4 3,49+ 0,09 572+0,21
n=>5 3,56+ 0,19 525+ 0,13

aMessbedingungen: T =298 K und m=0.10 M NaClOy; ® definiert tiber Gleichung (5)

3.2.1.2 Komplexstabilitét und Strukturvertelung
Die Protonierungskonstanten, die fir Fe''La® und Fe''Lg® bestimmt wurden, konnten fiir die

Ergdlung von Vetedlungskurven verwendet werden. Diee  ddlen  die

jewalligen

Konzentrationen der Komplexverbindungen in Abhangigkeit vom pH-Wert dar (Abb. 30).

y o FelH,

Tk
v

FeL

FelLH

Abb 30: Berechnete Verteilungskurven fir die Fe**-Komplexe von (a) HeLa und
(b) HeLs. Metdlhdtige Komplexformen wurden auf die Gesamtkonzentration des

Eisens berechnet. Messbedingungen:  HeLa/HsLg + Fe*",

m= 0,10 M NaClO4

1:1; T=298 K und
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Uber einen breiten pH-Bereich und vor alem unter physiologischen Bedingungen (pH ~7) ist
die Struktur Fe''HsL die wahrscheinlichste fir beide Komplexverbindungen. Hierbel ist es
madglich, dass en neurder Komplex in ener Sdicyla-Eisen Komplex-Struktur, wie in
Abb. 31 dargestdlt, vorliegt [Cohen et al., 1998].

_ — 3 _ _
R R :
HN /O HN /O—— Fe
H+
@) @)
\\
P Fe
/]
@) OH
| _13 L _13
Catecholat Sdicylat

Abb. 31: Zwe mdgliche Bindungsstrukturen fir die Fe**-Chelatisierung (a) als
Catecholat bzw. (b) als Salicylat

Die Komplexstahilitétskonstante des Fe**-Siderophor-Komplexes, logb119 (Gl. 7) wurde firr
beide Komplexe Fe'La* und Fe''Lg* (iber das LETAGROP-SPEFO-Programm berechnet
(Sllen & Warngvist, 1968). Se liegen jewels in der glechen Grolenordnung wie die
einfacher synthetischer Enterobactin-Anaoga (T ab. 4).

Fet! + L& - Fel* (6)
Fel®
b110 :[T]a- (7)
[Fe, IIL7]

Die Konzentrationen von Fe'"La®> und Fe''Lg* wurden spektrophotometrisch aus der
Absorption bel den Welenldngen 488 nm bzw. 484 nm ermittdt. Bel dieser Wedlenldnge ist
der FE''L*> -Komplex die enzige lichtabsorbierende Spezies. Alternativ wurde logbi1o mit
Hilfe ener gpektrophotometrischen Verdrangungditration mit EDTA ba pH9,9 bzw. 9,7
bestimmit. Entsprechend der Gle chgewichtreaktion

Fe'"EDTA + L = Fe''L + EDTA (8)

ergibt sch aus Gl. 9 die Konstante K.

_[Fe"LI[EDTA] _ b 9
[Fe"EDTAJL] b/=P™
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Daraus ergeben sich die Stabilitétskonstanten logh11o fir Fe'''La® und Fe''Lg® mit 41,2 bzw.
46,1 in sehr guter Uberéingtimmung zu der Berechnung nach Gl. 7 (Tab. 4). Die Stabilitéten
der Komplexe liegen auRerdem in der gleichen Grof¥enordnung wie die anderer synthetischer
Siderophorkomplexe.

Tab. 4: Fe**-Stabilitatskonstanten von L und Lg?

Ligand IOQD 110 |Og)110 p[Fe] Literatur

La 41,38+ 0,11° 41,2°¢ 28,6+ 0,3

Ls 46,38 + 0,26 46,1° 28,3+0,2

MECAM 46 29,1 [Harriset al., 1979 (1), (2)]
TRENCAM 43,6 27,8 [Rodgers et al., 1987
CYCAM 40 23,0 [Harriset al., 1979 ()]
Enterobactin® 49 355 [Loomiset al., 1991]

&M essbedingungen: T =298 K und m= 0,10 M NaClO,
® Gl. 7; © aus Verdrangungstitration mit EDTA

Um die Fe**-Bindungskepazité der Liganden HgLa und HelLg mit anderen Fe**-Chelatoren
unter physologischen Bedingungen zu verglechen, mussten ihre p[Fe-Werte bestimmt
werden. Zur Berechnung wurden die Werte fir -log[Fe’*] bel pH=74 mit dner
Ligandenkonzentration von [L]iot = 10° M und einer Fe**Konzentration von 10° M eingesetzt
[Raymond et al., 1984]. Die Konzentration der freien Fe**-lonen in der Lésung wird durch
Gl. 10 beschrieben.

[F63+] — [Fd-] tot = aL (10)
r3‘110[(L) tot ~ (Fel) tot] 9(aFel) 8110
p[Fe] =-log[Fe’] (11)

Die p[Fe]-Werte fur HLa liegen bel 28,6 = 0,3, fur HLg bel 28,3 £ 0,2. Beide Werte kénnen
sehr gut in die Relhe anderer synthetischer Enterobactinanadoga eingeordnet werden (Tab. 4)
und liegen sgnifikant hoher ds der p[Fe]-Wert von Trangferrin mit 23,6.
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3.2.2 Trishydroxamat

3.2.2.1 Ligand-Depr otonierungskonstante

Sdlvertretend fir die dargestdlten Trishydroxamate wurde die Verbindung Methyl-2,3,4-
tris-O-[4- (N- hydroxy- N-methyl-carbamoyl) - n-butyryl]-a -D-glucopyranosd ~ 33e  (°HslLc)
untersucht. Die Subgstanz ig in Wasser seéhr gut lodich. Der Ligand HsLc ig ene
Trihydroxamsaure, dessen 3 Deprotonierungskongtanten durch  potentiometrische  Titration
bestimmt wurden. Die potentiometrischen Gleichgewichtskurven des freen HsLc- und seines
Fe**-Komplexes werden in Abb. 32 dagestdit. Die Ligand-Deprotonierungskonstanten
Kan(n=1, 2, 3) snd Uber die Gleichungen 12 und 13 definiet und in Tab.5 ds
PK 4-n(-10g(K 4-n)) aufgefiinrt und analogen Trishydroxamatverbindungen gegentibergestellt.

Hil® St Hopal*+ HY (12)

_[Hp L "] H]
[H,L*"]

4n

(13)

Tab. 5. Ligand-pK,;-Werte fur HsLc im Vergleich mit pKa,-Werten natirlicher und
synthetischer Siderophore

K4—na
n HaLc” Desferrichronf Des;ferr)ricrocind DesferrioxaminB° ~ TRENDROX®
n=3 8,67+0,03 8,11 8,14 8,39 8,58
n=2 9,31 +£0,01 9,00 9,01 9,03 9,33
n=1 994+0,01 9,83 9,92 9,70 10,30

&pestimmt Uber potentiometrische Titration; Messbedingungen: T = 298 K und m= 0,10 M NaCIO,
b definiert Uber GI. 12; © [Andregg et al., 1963; Schwarzenbach et al., 1963]
d[wWong et al., 1983]; ¢[Ng et al., 1989]

Die Deprotonierungskongtanten fir HsLc liegen im Ublichen Bereich fir Hydroxamsduren mit
pKa-Werten von 8- 10 [Brink et al., 1982; 1985; Monzyk et al., 1980] und stehen in guter
Ubereindimmung mit den Trishydroxamaen aus Tab. 5. Die pKyWaerte fir Hslc liegen
gwas hoher ds die de nadrlichen Trishydroxama-Sderophore wie Desferrichrom,
Dedferrioxamin B und Dedfericrocin. Sie entsprechen jedoch den Werten fir das synthetische
Revershydroxamat  TRENDROX. Die Deprotonierungskongtanten sind diskret  voneinander
getrennt.  Somit liegt nahe, dass kene dgnifikanten intramolekularen  Wechsdwirkungen
zwischen den drei Hydroxamatgruppen auftreten.
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3.2.2.2 Fe'""H3L ¢-K omplexgleichgewicht und Protonier ungskonstanten

Die potentiometrische Titrationskurve fir HsLc in Gegenwart von Fe** zeigt, wie fir die drei
Protonen der Hydroxamatgruppen (Abb. 32) ewartet, einen Umkehrpunkt be a = 3. Die
sdle Kurve weist auf ene starke Fe**-Bindung hin. Die Titrationskurve enthdt zusdzlich
enen weteren, schwach ausgeprdgten Umkehrpunkt be a =2mol Base im pH-Bereich
43-47. Dies deutet auf eine schwache Fe**-Bindung eines Bis-Hydroxamat-Komplexes hin.
Die pH-Wete ba a=25 und a=15 représentien die ese und zwete

Protonierungskonstante von Fe''' L.

11 1
10 1

pH

L A O O =~ o8 D
L T | ——

0.0 05 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35 40 45 5.0
a (Mol Base/Mol Ligand)

Abb. 32: Potentiometrische Titrationskurven des Hydroxamats: (8) 59x10%M Hslc;
(b) HsLo/Fe*: 1:1, 59x10% M; Messbedingungen: T= 298 K und p= 0,10 M
NaClO4

Die spektrophotometrische Titration des Fe''HslLc-Komplexes erméglicht eine Bestimmung
der Komplexprotonierungskonstanten (Tab. 5) durch die Anderungen der Absorption der
intensven LMCT-Bande des Metalkomplexes. Das UV/VIS-Spektrum vom Fe'''Hslc-
Komplex as Funktion des pH-Wertswird in Abb. 33 dargestdlt.

Das pH-abhéngige Spektrum zeigt oberhdb von pH8 mit enem Absorptionsmaximum bel
416 nm dndeutig dnen Trishydroxama-Komplex Fe''Lc. Bei  niedrigeren  pH-Werten
verschiebt dch das Absorptionsmaximum zu héheren Welenléngen (465 nm). Dieser Wert
korrespondiert mit dem ersten isosbestischen Punkt, welcher im pH-Bereich von 4- 8 liegt. Er
wed auf en enfaches Gleichgewicht zwischen zwe verschiedenen Metdlkomplexen, und
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zwar von Fe'Llc und dem Bishydroxama-Komplex, Fe'"HL(H,0);" hin. Die
Gleichgewichtsresktion berunt auf der Protonierung und der Dissoziation einer der dre
Hydroxamatgruppen von Fe''Lc. Be der potentiometrischen Titration kann  dieses
Gleichgewicht dem Wert von a = 2,5 zugeordnet werden. Der dazugehdrige pH-Wert von 4,8
liegt im Bereich des Logarithmus der ersten Protonierungskonstante des Fe'''Lc-Komplexes
(Gl. 14),

0.7

0.6 -

0.5 -

0.4 1

0.3 -

Absorbance

0.2 N

0.1 -

D_O T T T T T T T T T T T 1
300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 60

Wavelength (nm)

Abb. 33: Spektrophotometrische Titration: UV/VIS-Spektren von Fe''"HslLc  als
Funktion des pH-Werts von pH = 0,31 - 8,27; Messbedingungen: T =298 K und
Kn=0,10 M NaClO4

Fe'Lc+ H" + 2H,0 Fe''"HL(H20)," (15)
« _ [Fe"HL . (H,0),"]
Fe”'HLC [FeIIILC][H+] (16)

Eine weitere Senkung des pH-Werts bewirkt, dass sch das Absorptionsmaximum nochmds
zu dner hoheren Welenlange | max = 510 nm e = 950 Micm?) verschiebt, wie se fir Mono-
Hydroxamat-Eisen(l11)-Komplexe  typisch is.  Die Protonierung des  Bishydroxamat-
Komplexes Fe''HLc(H20)," benhdtet die Protonierung einer der zwei Hydroxamaigruppen,
welche das Fe** koordinativ binden, und ihren Ersaz durch zwe Wasserliganden zu einem
Mono-Hydroxamat- Eisen(l11)-Komplex, Fe''HyLc(H20)4%*. Die LMCT-Banden des Mono-
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Komplexes verschwinden be abnehmendem pH-Wet. Das Absorptionsmaximum  bel
| max =510 nm bleibt jedoch erhdten. Die stete Abnahme der LMCT-Banden in Korrelation
zur Absenkung des pH-Werts zeigt, dass sich die Konzentration von Fe''HoLco(H20)42
sandig veringet. Unterhab von pH=1 kann dieser Komplex nicht mehr nachgewiesen
werden. Hier ha dch die Disoziation des Mono-Hydroxamat-Eisen(l11)-Komplexes zu
enem Hexaaguo-Eisen(l1l)-Komplex und dem freen, vollsténdig protonierten Liganden Hslc
vollzogen. Be diessm Experiment wurde nur unterhab von pH<0.3 eine LMCT-Bande fur
den Mono-Hydroxamat-Eisen(l11)-Komplex beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass dieser

Komplex nur bel sehr niedrigen pH-Werten sabil ist.

Tab. 6: Protonierungskonstanten fiir Fe'"

Lc und Ferrioxamin B

logKegy . 241£010 51%02
l0gKrg,,, 0612022 40+0,2

Felc Ferrioxamin B
Fe’* ° Fe™ © Fe" ° R
loa K 469+0,05 660,11 0,94° 32°
Hireic 2402

& Messhedingungen: T =298 K und m= 0,10 M NaClO,
b definiert Gber GI. 16, 18, 20:° definiert tber Gl. 24, 25;
d[Everset al., 1989]; © [Boukhalfa und Crumbliss, 2002
T berechnet aus elektrochemischen Daten

Das Protonierungs- und das anschlielende Dissoziationsgleichgewicht fur die zweite und
dritte Protonierung wird in den Gleichungen 17 und 19 beschrieben. Die entsprechenden
Gleichgewichtskongtanten sind Uber GI. 18 und 20 definiert.

Fe''"HLc(H20)," + H' + 2 HoO == F€e'""HoLc(H20)42"

_ [Fe"HL(HO)]
[Fe"HL,(H0),"1H"]

Kean

Fe'"HLo(H20)4*" + HY + 2 H0 == Fe''(H,0)6® + Hslc

__[Fe"(H,0)” IH,L]
e [FEH,L(H,0), 7 1H']

(17)

(18)

(19)

(20)




3. Ergebnisse und Diskussion 48

3.2.2.3 Komplexbildungskonstante und Vertellungskurve

Durch die Besimmung der Protonierungskonstanten fir F€''Lc war man in der Lage, ene
Vertellungskurve fir die Komplexspezies zu berechnen (Abb. 34). Sie zeigte, dass dle dre
Hydroxamat-Komplexe, Fe''Lc, Fe'"HLc(H20)," und Fe'"HoLc(H20)42" Uber einen weiten
pH-Bereich ds sgnifikaite Komplexe exisieren. Be pH=15 ist Fe''HoLc(H20)4%* die
Hauptkomponente, bei pH=3,6 Fe'"HLc(H.0),* und oberhab von pH=6 ist nur noch
Fe'''Lc stahil.

100

— 100

A
" Fe(ll}+H3L /_“‘ 80 Fa[lfl*“:]l— f Fe({ll)L
Fe(llHL Fe(liL ; Fe{llHL
% 60 Fa(lijHzL g b0 '
&
: ., ; f
20 4 \< 20 1 Fetli/ \Z
o il - — = : g

0 1 2 3 4 5 & ﬂl
pH |:|H

Abb. 34: Berechnete Vertelungskurven fir (A) Fe**- und (B) Fe**-K omplexe von HsLc
Metdlhdtige Komplexformen wurden auf die Gesamtkonzentration des Eisens

berechnet. Messhedingungen:  HsLc+ Fe**, 1:1, T=298K und m=0,10 M
NaClO,4

Die Komplexgabilitéskongtante logo11o is, wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben, Uber die
Gleichungen 6 und 7 definiert. Die Konzentration von Fe''Lc wurde aus der Absorption bei
416 nm berechnet, wo diese Spezies den enzig lichtabsorbierenden Komplex darstdlt. Die
Uber diesss Vefaren emittdte Stabilitéskongante hat einen Wert von 31,1. Der 0
bestimmte Wert liegt damit im Bereich der Komplexgtabilitdtskonstanten von Ferrichrom und
anderen natUrlichen Siderophoren.

Um auch ba diesem Trishydroxamat-Monosaccharid-Sderophor enen Vergleich zu anderen
Eisen(lll)chelatoren  bel  physologischen Bedingungen zu  erhdten, wurde die free
Eisenkonzentration p[Fe] bei pH 7,4 tber die totaen Ligand- und Fe**-Konzentrationen in der
Lésung bestimmt (sehe Tab. 7). Die Konzentration des freien Fe** in der Losung kann tiber
die GI. 11 berechnet werden.

Der fir den Fe-Komplex von HsLc ermittete pFe-Wert von 27,1 ist mit den Werten von
Dedfarichrom und saeinen Andoga vergleichbar. Gleichzaitig i er dgnifikant groler as der
fir Transferrin ermittelte Wert von 23,6, was bedettet, dass die Substanz in der Lage ist Fe**
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aus Transferrin aufzunehmen. Auf die Verteilungskurve der Fe'-HsLc-Komplexe soll im
folgenden Abschnitt  eingegangen werden, da de dch aus den  dektrochemischen
Untersuchungen erstellt wurde.

Tab 7 : Thermodynamische Parameter von Fe-Siderophor-K omplexen

logh 110 E12 vsNHE Literatur

Ligand Fe*" Fee©  pFe [mV]

HsLc® 31,86+011 121 27,1 -436

Desferrichrom 29,07 9,9 25,2 -400 [Andregg et al., 1963;
Wawrousek et al., 1982]

Desferricrocin 30,4 11,6 26,5 -412 [Wong et al., 1983]

Desferrioxamin B 30,6 10,3 26,6 -468 [Schwarzenbach et al ., 1963;
Spasojevic et al., 1999;
Bickel et al., 1960; Cooper et
al., 197g]

TRENDROX 32,9 - 27,8 [Ngetal., 1989

Trandferin 23,6 [Harriset al., 1979 (1)]

& definiert tber GI. 7
® _Jog[Fe*] mit [F€"],o = 10° M, [Ligand],, = 10° M und pH 7,4
¢ Messbedingungen: T =298 K und m= 0,10 M NaClO,

3.2.2.4 Elektr ochemische Unter suchungen und Fe?*-Chelatisierung

Fur die Charakteriserung der Redoxkinetik von Komplexverbindungen in Lésung kann die
Methode der Zyklovoltammetrie Anwendung finden. Be enem dch zatlich @ndernden
Potentid werden hierbel die Stromdichten in Abhdngigkeit vom Potentia aufgezeichnet. Aus
den Stromdichten ergibt sch die vom Komplex aufgenommene Ladung. Das Oxidations- und
das Reduktiongpotential sind direkt aus der Lage der Strommaxima ablesbar.
Strom-Spannungs-Diagramme  eines  reversblen Sysems in ruhender LOsung zeigen be
gnem enmdigen Draeckspannungsdurchlauf  zundchs  @n Strommaximum  (Sx + ne
-> Sieg). Das Maximum fir enen Ein-Elektronentibertragungsschritt it dabel unabhdngig von
der Potentidanstiegsgeschwindigkeit. Nach Uberschreiten des Peskpotentids erhdt man im
Ricklauf  (anodischer Durchlauf) ene dem Vebrauch des Reaktionsproduktes Sieq
zuzuordnende Stromwelle.

Zyklovoltanmetrische  Untersuchungen  am Fe''Lc-Komplex  lieRen  en  reversbles
dektrochemisches Verhdten erkennen. Das Zyklovoltanmogramm (Abb. 35) von Fe''Lc fir
das  Fe**/Fe**-Redoxpaar zeigt be pH95 en  Habstufenpotentid  von
Ey2 =-436 MV vsNHE. Das negdive Reduktionspotential fir Fe**/Fe’* bedeutet eine
wesentlich ausgeprégtere Affinitét des Liganden HaLc zu Fe** dszu Fe**.
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Abb. 35; Zyklovoltammogramm von Fe'''L¢;  Messbedingungen:  [Fe] = 1x 1073 M,
[HsLd =1x102M, pH=95 HDME Arbeitselektrode, Scan+Rate= 100 mV/s,
T=298K und p=0,10M NaClOg4, Eyp =-436 mV (mit einer Peskauflésung von
90 mv)

Die Seektivitdt ist direkt proportiond zu den Stabilitdiskonstanten der Fe** und Fe?.
Siderophorkomplexe und wird durch Gl. 21 definiert:

o

E,.-E

agua Komplex

=59,15log (B},/R;},) (21)

R und B!, représentieren die Gesamtdtebilitétskongtanten fir die Oxidetionsstufen Fe®*
und Fe?*. Die Stabilitdskonstante fir Fe'Lc wurde bereits in Tab. 7 aufgefiihrt. Dieser Wert
liegt in der gleichen GrofRenordnung wie die Werte fur Desferrichrom und seine Andloga. Das
Elektrodenpotentid  fir die Leitsdzlosung von Eqqua=+732mV  wurde der Arbeit von
Spasojevic und Mitarbeitern [2001] entnommen.
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Abb. 36: Fe'"'Lc-Reduktionspotential (Eyzg in  Abhangigkeit vom  pH-Wert,
M esshedingungen: [Fel =1x107° M, [HaLcd] = 1x 102 M, HDME
Arbeitselektrode, Scan-Rate = 100 mV/s, T=298 K und p= 0,10 M NaClO4

Die pH-Abhéngigkeit der Zyklovoltammogramme (Abb. 36) zeigt, dass bei Absenkung des
pH-Werts en almahlicher Anstieg des Reduktionspotentias fir das Fe**/Fe?*-Redoxpaar zu
beobachten is. Die Revershilitét der Zyklovoltammogramme bleibt bis zum pH-Wert von 7
bestehen. Unterhdb von pH 7 wurde Quas-Revershilitdt und letztendlich Irrevershilité
beobachtet. Die Habstufenpotentide Ej, fir solche irreversblen Zyklovoltammogramme
wurden durch Anndherung Uber eine Pesk zu Pesk-Separation von 90 mV, be pH=95
berechnet. Ei, ist dsark pH-abhénigig, was ener Protonierung und anschlieRenden
Disoziation der Hydroxamat-Gruppen des Fe**-Komplexes nach der Reduktion des Fe**-
Komplexes zugeordnet werden konnte.

Die Gldchgewichtsresktionen der Reduktion des Fe''Lc ber den experimentdlen
pH-Bereich werden durch die Gleichungen 22 - 24 beschrieben. Die Protonierungskonstante
des Fe?*-Komplexes wird durch die Solvatationsreaktion in Wasser bestimm.

Fe'llc+ e Fe''L” (22)
Keai
Fe'Hnilc?™+ H° + 2n H,O e Fel'HuLo(H20)20 " (23)
[Fe"H L.(H,0), "
KFe”H Lc - Il < —22+n : + (24)
" [Fe'H, Lo T ][HT]
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Die pH-Abhangigkeit der Reduktionspotentide in Abb. 36 korrespondiert mit vier einzelnen
Ein-Protonen- Ubertragungsresktionen, drei  Protonierungen des Fe?*-Komplexes und einer
Protonierung des Fe**-Hydroxamat-Komplexes. Fir ein solches Sysem kann das formde
Reduktionspotential wie folgt beschrieben werden (Gl. 25):

) R o . .
E; = Er, - 59,15l0g5- 110+ 59,15100(L + Koy, [H71+ Ky, Koy [H'T?
110 @
Ko Ko, Koy [H 1) - 591510000 +K s, [H] @)

Er = Standardreduktionspotential fiir das Fe**/Fe?*- Redoxpaer in wéssrigem Medium
lound R, = Stabilitéiskongtanten  fir  die  Fe*-  und Fe’-  hexakoordinierten

Siderophorkomplexe
K. L T Protoni erungskonstanten des Fe?*-Komplexes (aus GI. 23 und 24)
K w, - erse Protonierungskonstante des Fe**- K omplexes (aus Gl. 15 und 16)

In die Gl.25 wurde fir Kreqyne der aus der spektrophotometrischen Titration gewonnene
Wert 10*%° eingesetzt. Uber ene nichtlineare Polynomrechnung unter Verwendung der
Elektrodenpotentidle aus Abb. 35 wurden die Protonierungskonstanten fir die Fe?*-Komplexe
(Tab. 6) bestimmt. Aus diesen Konstanten wurde die Verteilungskurve der Fe'HslLc-Spezies
abgddtet (Abb.34). Hier snd drei klare Eisen(ll)-Hydroxamat-Komplexe, Fe'Lc,
Fe''HLc(H20), und Fe'HoLc(H20)st zu erkennen, welche in bestimmten pH-Bereichen
jeweils as Hauptkomponenten vorliegen (pH = 4,6 Fe''H,oLc(H20)s*, pH = 5,8 Fe''HL(H20),
und pH=8 Fe''Lc(H,0)). Oberhalb von pH=8 ist nur noch Fe'Lc existent, die doppelt
protonierte Fe**-Spezies Fe'H,Lc(H20)4" hat in ihrem Maximum nur einen Antell von 65%.
Unterhdb von pH=39 liegt der Fe'-HsLc-Komplex vollstandig zu Fe'(H20)s?* und freiem
HsLc dissoziiet vor. Die aus Gl. 25 und spektrophotometrisch ermittelten Werte zeigen fir
Kreqinne = 10%%° bzw. 10*? ene sehr gute Ubereingimmung und bestétigen damit die
pH-Abhangigkeit der eektrochemischen Andyse.

So wie dch die Ligandstérke und Ligandarchitektur auf die Eisenkomplexdabilitét auswirkt,
kann se ebenso das Redoxpotential beainflussen. Der Graph in Abb. 37 illudriert @ne lineare
Abhangigkeit des Redoxpotentidls vom freen Fe**, dargestellt durch den p[Fe]-Wert einiger
Eisen-Hydroxamat-Komplexe. Ein Andieg der Ligandstérke erhdht die Komplexstabilité und
zeigt sch im negativeren Redoxpotentid. Mit der Abnahme der Ligandenstédrke andererseits
durch vier- und zweizéhnige Komplexe gseigt das Redoxpotentid und gleichzeitig der Gehdt
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an frelen Eisenionen und damit der p[Fel-Wert. Die héheren
Fe3*-Komplexstabilitdtskonstanten  gegeniiber den  Fe?*-Komplexstahilitétskonstanten  zeigen
ebenfalls, dass die Fe**-Komplexe stabiler sind ds die Fe**-Komplexform. Diese Ergebnise
bestérken die These, dass in vivo das Entfernen von Eisen aus Siderophoren geringerer Stérke
Uber einen reduktiven Prozess efolgt. Dies mag ein Grund daftr sein, warum Organismen die
notwendige Energie aufbringen, en Sderophor zu hydrolyseren. [Boukhdfa & Crumbliss,
2002].
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Abb. 37 Reversibles Redoxpotential (-Ei2) in  Abhangigkeit von der freen
Eisenkonzentration p[Fe] fir vollsandig koordinierte Fe**-Komplexe natiirlicher
und synthetischer Hydroxamasderophore: 1. Farrioxamin B, 2. Ferrioxamin E,
3. Algdicn, 4. HsLc, 5. Rhodotorulinsaure, 6. N-Methylacetohydroxamsaure,
7. Acetohydroxamsaure, 8. L-Lysnhydroxamsaure [Spasojevic et al., 1999;
Dhunganaet al., 2002; Wirgau et al., 2002]
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3.3 Mikrobiologische Testungen

3.3.1 Untersuchung der Siderophor aktivitat

Die Testung der synthetiserten Siderophor-Andoga im Vergleich zu enigen ausgewdhlten
natlrlichen  Siderophoren  efolgte anhand ihrer  wachstumsférdernden Wirkung — auf
gramnegative Bakteriengdmme, die in ihrer Eisenversorgung gestort sind [Reissbrodt et al.,
1993; Schumann & Mdllmann, 2000; Henisch et al., 2002]. Zum einen war die Biosynthese
bestimmter Siderophore (z. B. Enterobactin, Aerobactin, Pyoverdin) gehemmt, bzw. es
fehlten ihnen Rezeptorproteine (z. B. FepA) fur den bakteridlen Eisentransport (Siderophor-
Indikatorstémme) oder das flr den Siderophortransport erforderliche Protein TonB. Zum
anderen  wurde die Testung mit SO genanten  Praxistammen, die  unter
Eissnmangdbedingungen  geziichtet  wurden, durchgefiihrt. Die verschiedenen Testsyseme
sollten Uber die spezifische Wirksamkeit der Siderophor- Anadoga Auskunft geben.

Die Durchfihrung der mikrobidlen Experimerte efolgte in der Arbeitsgruppe von Frau
Dr. Méllmann (HKI-Jena) und Herrn Dr. Reissbrodt (Robert Koch Ingtitut, Wernigerode). Die
Siderophorandoga wurden in bidedtilliertem Wasser geldst und in ener Konzentration von
10uM auf die Obeflache der mit den Bakteriengdmmen gempften Agar-Tedtplaiten
gopliziet. Die nadirlichen Sdeophore  Dederioxamin (Desferd-Mesylat, Sigma),
Ferrichrom, Enterobactin - und  2,3-Dihydroxybenzyliden1,3,5-trimethylanilin - wurden  ds
Vergleichssubgtanzen verwendet. Die Wachsumszonen um die aufgetragenen  Verbindungen
wurden nach einer Inkubationszeit von 24 - 48 h bei 37 °C bestimmt. Folgende gramnegative
Bakteriengdmme wurden hierbel verwendet: Salmonella typhimurium enb7 (Enterobactin-
negativ), TA2700 (Enterobactin- und FebC-negdiv), E. coli AB2847 (Aromatenbiosynthese-
negetiv), E.coli IR112 (aroB- und tonB-negativ), Klebsiella pneumoniae KN4401
(Enterobactin- und Aerobactin-negativ), Morganella morganii SBK3 (Wildtyp), Yersnia
enterocolitica H5030 (Yersniabactin-negativ) und Pseudomonas aeruginosa PAO6609
(Pyoverdin-negetiv). Keine der geteseten Substanzen dimulierte das Wachsum  der
Indikatorstdmme P. aeruginosa PAO6609, Klebsiella pneumoniae KN4401 und E. coli
IR112, denen dlen das TonB-Protein fehlte Dieses Ergebnis lésst vermuten, dass die
Gegenwat des TonB-Proteins essentidl fir die Siderophoraktivitée der  untersuchten
Subgtanzen is. Die Reaultate des Wachstumsforderungstests der  Catecholatverbindungen 2,
3, 9af und 10a,c-e wurden in Tab. 8 aufgefiihrt. Alle neu synthetiserten Verbindungen
zeigten Siderophoraktivitét. Fur die Biscatechol-Derivate 2 und 3 konnte en geringer Einfluss



3. Ergebnisse und Diskussion 55

auf die Wachsumsforderung der Indikatorstamme  S. typhimurium enb-7 und E. coli AB2847
beobachtet werden.

Tab. 8¢ Wachsumsforderung von gramnegativen Bakterien durch Bis- und Tris
Catecholate bei Bakterienmutanten, die in ihrer Eisenversorgung gestort sind,

Wachdumszonen (Durchmesser in mm), Substanz-Applikation 5ng auf 6nmm

Pepierfilter
Bakterien S. typhimurium E. coli M. K. Y. P. aeru-
stamm morganii  pneumo- Enteroco- ginosa
niae litica
Verbindung  enb? TA2700 AB2847 IR112 SBK3 KN4401 H5030 PAO6609
2 10 0 0 0 0 0 0 0
3 17 0 10 0 0 0 0 0
9a 15 10 0 0 0 0 0 0
9b 0 n.b. 0 0 0 0 10 0
9c 0 n.b. 0 0 0 0 0 0
9d 0 n.b. 0 0 0 0 10 0
9e 18 n.b. 0 0 0 0 0 0
of 18 n.b. 0 0 10 0 0 0
10a 32 33 25 0 10 0 0 0
10c 0 n.b. 0 0 0 0 0 0
10d 0 n.b. 0 0 0 0 16 0
10e 0 n.b. 0 0 24 0 0 0
Vergleichss 28 30° 28° 2> 2 26° 18 30°
siderophor

a) Ferrioxamin b) Enterobactin; ¢) Ferrichrom d) 2,3-Dihydroxybenzyliden-1,3,5-trimethylanilin [Reissbrodt et

al., 1993] e) Desferd (2 ug); n.b. = nicht bestimmt

Die Triscatecholat-Derivate  zeigten  unterschiedliche  Wirkungen. Das  Methyl-a-D-
glucopyranodd 10a mit drel 2,3-Di(acetoxy)benzoyl-Liganden férderte das Wachstum der
Indikatorsdmme S. typhimurium enb7, TA2700 und E. coli AB2847 sehr stark, wies aber bei
M. morganii und Y. enterocolitica keinerle Aktivitét auf. Dagegen forderte die Verbindung
10d das Wachstum be Yersinia enterocolitica H5030. Die Sderophorandoga 9 a-f mit
Tritylsubdtituent zeigten kaum Wirkung.

In einer zweiten Experimentenreihe wurden die Caecholate 99, 10a, b, f, g, 15a, b und 21
und die Hydroxamate 31a, 33—37a, 33—37d und 33—-37 e ebenfdls an den folgenden
gramnegetiven St&mmen auss  dem antibakteriellen Screening, die  unter
Eisenmangdbedingungen gewachsen waren, getestet: P. aeruginosa ATCC27853, SG137,
NCTC10662 and E. coli ATCC25922. Die Syntheseprodukte wurden als Desferrisiderophore
eingesetzt (Tab. 9).

Die Benzyloxy-Derivate 31-32b,c und 31d ads Edukte der entsprechenden frelen
Trishydroxamate wurden nicht getestet, da bel ihnen eine Eisenkomplexierung unmaoglich ig.
Die Trishydroxamae mit Benzoylgruppen 31a—37 a zdgten keine rdevante Aktivitét. Die
Verbindungen 35a und 36a waren dabe vollgandig inaktiv, ebenso die Tribenzyl-myo-
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inogtol-Derivate 37d und e aufgrund ihrer GrofRe und stérker ausgeprégten Unpolaritét. Die
frden Trishydroxamate 34d,e, g, 35d,e, 35d, 36d und 37 e zdgten fir dle Tetstdmme
Aktivitét. Offendchtlich besent hier en Zusammenhang 2zwischen der Lange der
Spacergruppen und dem Kohlenhydratigrundgerist. Das Gaactosylderivat 34 e mit langerem
Spacer weist eine hohere Aktivitét auf ds die entsprechende Verbindung mit kiirzerem Spacer
34 d. Auf der anderen Sate zeigte das Glucosylderivat mit dem kirzeren Spacer 33 d jedoch
ene starkere Aktivitét a's sein Pendant mit langerer Spacergruppe 33 e.

Die frden OH-Gruppen der Triscatecholate 10b, 10f und 10g sowie die acetyliete
Verbindung 21 gedatten im Gegensatz zu dem entgprechenden Benzoxazin-Derivat 9 g ene
Sderophoraktivitét. Die Benzylidenhydrazino-Derivate 15a (mit 2,3-Hydroxylgruppen) und
15b (mit Methoxycarbonyloxygruppen) zegten ihre St&rkste Aktivitde gegenlber den

P. aeruginosa- Stammen.

Tab.9 Wachsumsférderung von gramnegativen Bakterien unter Eisenmangel
Wachstumszonen (Durchmesser in mm), Substanz- Applikation 10 mmol auf 6 mm Pepierfilter

Bakterien Pseudomonas aeruginosa E. coli S typhi-
gamm murium
Vebindung  ATCC SG NTCC ATCC K799/ ATCC enb7
27853 137 10662 9027 WT 25922
9¢g 14 12 11 10 15 0 0
10b 23 22 26 24 25 26 27
10f 23 24 24 26 24 19 23
10g 25 21 28 n.b. 23 27 20
15a 25 23 25 22 20 15 14
15b 16 18 17 0 15 0 0
21 20 23 25 n.b. 23 26 26
3la 0 0 0 0 0 0 0
33a 0 0 0 0 0 0 0
33d 18 20 19 14 11 16 10
33e 11 20 19 14 11 16 10
34 a 0 0 11 0 0 0 0
34d 0 19 14 15 10 17 0
e 21 25 28 26 25 19 28
3Ha 0 0 0 0 0 0 0
35d 24 24 24 22 18 26 17
36a 0 0 0 0 0 0 0
36d 17 25 24 20 25 23 17
36e 20 24 29 26 28 27 27
37a 0 0 0 0 0 0 0
37d 0 0 0 0 0 0 0
37e 0 0 0 0 0 0 0
Vagleichss 352 30° 31° 34° 35° 33 32°
siderophor

a) Desfera, b) Ferricrocin; n.b. = nicht bestimmt
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Die Erkennung und spezifische Aufnahme der Siderophore flr gramnegative Bakterien wurde
mit Hilfe von E. coli - Mutanten untersucht. Mit dem Wildtyp AB2847 (enthdt TonB-Protein)
und der Mutante BR158 (TonB-Defizit)y wurde die Bedeutung des TonB-Proteins fir die
Siderophoraktivitét untersucht. Dieses Protein it essentidl flr die Energielibertragung bel
dlen aktiven Eisentransportvorgangen in gramnegativen Bakterien. Aul¥erdem wurden E. coli
K12-Mutantengdmme engesetzt, denen die IROMPs (iron regulated outer membrane
proteins) FepA, Cir und Fiu fehlten [Hantke, 1990]. Fiur die E. coli-Mutanten wurde das
folgende Nahrmedium verwendet: NaCl 0,5%, Tryptophan 0,8%, Agar 1%, 150 umd
Dipyridyl und 150 pmol EDDHA. Als Kontrollsubstanzen wurden 2,3-Dihydroxybenzoesiure
(DHBA) und Ferricrocin eingesetzt (Tab. 10).

Die Untersuchungen wurden am Beispid eniger ausgewdhlter Verbindungen durchgefiinrt:
33e und 36 e ds Trishydroxamate und 9 b, 10a, 10b, 10f, 10g und 21 as Vertreter der
Triscatecholate. Alle getesteten Verbindungen férderten das Wachstum der Wildtyp- St@mme
AB2847 (TonB+), H1443 (TonB+), und der Mutanten H1875 (TonB+ und Fiu+). Jedoch
konnte keine enzige Vebindung das Wachsum der TonB-negativen Mutante BR158
anregen. Dies bedtétigt wiederum die These, dass das Protein TonB ene notwendige
Voraussetzung fur den aktiven Trangport und die Siderophoraktivitédt dieser Verbindungen ist.

Die Trishydroxamate 33e und 36e und Fericrocin zeigten be dlen Catecholatrezeptor-
Mutanten H1876, H873, H1877 und H1875 Aktivitét. Hierdurch wird die Annahme
untermauert, dass die Siderophoraktivitdt der Hydroxamate unabhdngig von den Rezeptoren
FepA, Cir und Fiu is. Im Gegensatiz dazu héngt die Aktivitét der Catecholate 10 b, 10f, 109
und 21, wie auch die von 2,3-DHBA, entscheidend von den Rezeptoren Cir und Fiu ab. Dies
wird ekennbar im vollgandigen Aktivitdtsverlus gegeniber der Fu- und Cir-negativen
Doppd mutante H1876.

Die Untersuchungen ergaben, dass synthetische Siderophorandoga mit
Monosaccharidgrundgeristen  sowohl mit Catechol- ds auch Hydroxamatgruppen effiziente
Siderophore bei gramnegetiven Bakterien snd. Waeitere Untersuchungen sind erforderlich, um
diesbeziiglich genauere Struktur-Wirkungsbeziehungen und die Eignung diessr Verbindungen
as Antibiotikavektoren zu ermitteln. Dazu missten Verbindungen dieses Typs mit gedigneten
Ankergruppen zur Anbindung der Antibiotika synthetisert werden.
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Tab. 10 Wachsumsforderung von E.coli - Stdmmen und K12-Mutanten durch
ausgesuchte Verbindungen, Wachsdumszonen (Durchmesser in mm), Substanz-

Applikation 10 mmol

Verbindung AB2847 BR158 H1443 H1876 H873 H1877 H1875

TonB + - + + + + +

FepA + + + - - - -

Cir + + + - + + -

Fu + + + - + - +

9b 0 0 0 0 0 0 0
10a 24 0 25 19 22 23 22
10b 32 0 32 0 27 25 25
10f 25 0 26 0 25 25 22
109 25 0 25 0 24 21 22
21 29 0 31 0 27 25 25
33e 23 0 23 24 21 22 23
36e 24 0 25 26 25 27 27
2,3-DHBA* 330 0 32 0 30 27 30
Ferricrocin 30 0 30 30 31 32 33

*=2,3-Dihydroxybenzoesiure

3.3.2 Wirkung auf Mykobakterien

Wie im Allgemenen Tel (2.3.2) beschriben, werden zur Uberwindung von Zellmembranen
in  Mykobekterien  aufgrund des zweiphasigen  Exochdin/Mycobactin-Mechanismus
ausschliellich  Siderophore  bendtigt, die ene hohere Affinitd zu Fe**-lonen besitzen ds
Exochdin. Die neu synthetiserten Verbindungen wurden auf ihre Wirkung ds Promotoren
fur das Wachstum von Mykobakterien (Abb. 38), wie den Wildtyp-S@mmen von
Mycobacterium smegmatis mc®155 und SG 987 und ihrer Eisentrangport-Mutanten M10
(Exochdin-negativ), M24 (Mycobactin-negativ), Bl (Exochdin-negativ), B3 (Mycobactin-
und Exochdin-negativ) und U3 (gehemmt in der Mycobactin-Biosynthese und der Exochdin-
Aufnahme), untersucht [Schumann et al., 1998; Schumann & Madllmann, 2000].

Als Kontrollsubstanz wurde Mycobactin verwendet (Tab. 11). In diesen Teds zegten die
Verbindungen 9f, en Derivat mit verldngertem Spacer und mit Tritylgruppe, und 10 e @n
Derivat ohne Tritylrest die starkste Aktivitét bel der Wachstumsforderung der eingesetzten
Stamme. 9f zeigte Wirkung bei Bz und 10a bei Bz und Us, damit Uberwinden diese beiden
Verbindungen beide Stufen des Eisentrangports in Mykobakterien und snd Kandidaten fir
Antibiotikakonjugatsynthesen. Die Verbindungen 9 a-e und 10 c-e waren nur schwach aktiv.
Die Verbindungen 9 a-e forderten jedoch selektiv das Wachstum der SG987-, mc?155, M10-
und der Bj-Mutanten. Ihr Eisentransport i somit unabhéngig vom Exochdin. 10 c-e
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forderten dagegen nur das Wachsum bel den mc?155 und B1- Mutanten. Fir die

Verbindungen 2 und 3 konnte keine Aktivitét festgestellt werden.

Abb. 38: Wachstumsforderung enes Mykobakterienssamm durch verschiedene
Siderophore: A starkes Wachstum; B schwaches Wachstum; C kein Wachstum

Tab. 11: Wachstumsforderung verschiedener Stamme von Mykobakterien durch Bis-

und Tris-Catecholate; Wachdumszonen (Durchmesser in mm), Substanz-
Applikation 5 ng (davon 2 ng Mycobactin) auf 6 mm Papierfilter
SG987 M10 mc°155 M24 B1 Bs Us
Verbindung
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
9a 9 16 15 0 10 0 0
9b 14 15 15 0 13 0 0
9c 0 13 0 0 10 0 0
9d 13 14 16 0 13 0 0
Oe 10 13 12 0 11 0 0
of 28 20 30 8 25 22 0
10a 23 20 30 8 25 0 0
10c 0 0 13 0 17 0 0
10d 10 0 14 0 15 0 0
10e 10 0 14 0 15 29 25
Mycobactin 17 17 19 19 16 14 14

In ener weteren Tedreihe wurden die Catecholate 99, 10b,f, g, 15a, b und 21 und die
Hydroxamate 3la, 32a, 33-37a 33-37d ud 33, 34, 36, 37e af ihre
wachstumsférdernde Wirkung auf Mykobakterien (Tab. 12) untersucht.
Die wachsumdordernde  Wirkung der  Trishydroxamate ds Desferiverbindungen auf
Mykobekterien ist auf die myo-Inostol-Derivate 37d,e und des Xylosederivats 36 e
bechrénkt. Die Tribenzyl-myo-Inostol-Derivate 37d und e wiesen am  Wildtyp-Stamm
mc?155 und der Mutante By Aktivitdten auf, 36 e nur an By. Im Gegensatz zu dlen anderen
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aufgefiihrten St&mmen sind diese beden St&mme in der Lage, Mycobactin zu synthetisieren.
Die Dederi-Triscatecholate 10a, 10f und 10g und 15 zeigten ebenfdls gegeniber den
SEmmen mc?155 und der Mycobactin-Mutante M24 oder der Exochdin-Mutante B;
Aktivitét. Alle dre Stmme haben das Potentid flr enen Ligandenaustausch mit entweder
Exochelin oder Mycobactin, um Eisen in die Bakterienzdlle zu transportieren.

Bnge ausgewdhite Verbindungen wurden zusdtzlich ds Eisenkomplex  (Ferrisderophor)
untersucht.  Die  Eisenkomplexe  wurden  durch  Titration des  entsprechenden
Desfarisiderophors mit FeCk hergestdlt. Uber die Resktion mit Chromazurol S wurde
sichergestdlt, dass kein Uberschuss an Eisenionen vorhanden war. Eine wachsumsfordernde
Wirkung be den Mutanten Bz und Us, bel denen solch ein Ligandenaustausch ausgeschlossen
ist, zeigten die Eisenkomplexe dler untersuchten Trishydroxamate, mit Ausnehme der myo-
Inositol-Derivate 37 d und e und der Verbindung 34 d bel Us.

Tab. 12: Wachstumsforderung  von  Mykobakterien durch  Catecholate und
Hydroxamate mit und ohne Eisen(lll); Wachsdumszonen (Durchmesser in
mm), Substanz-Applikation 10nmM (davon 2ng Mycobecting auf 6 nm

Papierfilter
Verbindung mc”155 M24 B1 B3 U3

-Fe +Fe -Fe +Fe -Fe +Fe -Fe +Fe -Fe +Fe

99 10 n.b. 0 n.b. 0 n.b. 0 n.b. 0 n.b.
10b 20 32 0 27 18 30 0 16 0 15
10f 15 23 8 22 14 23 0 0 0 0
109 24 30 0 18 21 32 0 14 0 13
15a 0 29 0 20 0 26 0 0 0 0
15b 0 26 0 21 0 21 0 0 0 0
21 22 27 0 16 22 23 0 0 0 0
3la 0 n.b. 0 n.b. 0 n.b. 0 n.b. 0 n.b.
32a 0 n.b. 0 n.b. 0 n.b. 0 n.b. 0 n.b.
33a 0 n.b. 0 n.b. 7 n.b. 0 n.b. 0 n.b.
33d 0 18 0 22 0 21 0 15 0 16
33e 0 24 0 27 0 27 0 12 0 12

34 a 9 n.b. 0 n.b. 0 n.b. 0 n.b. 0 n.b.
34d 0 22 0 15 0 21 0 13 0 0
34e 0 36 0 33 0 36 0 28 0 26
35a 0 n.b. 8 n.b. 0 n.b. 0 n.b. 0 n.b.
35d 0 33 0 32 0 30 0 19 0 24

36 a 8 n.b. 0 n.b. 0 n.b. 0 n.b. 0 n.b.
36d 0 30 0 24 0 25 0 18 0 20
36e 0 34 0 31 18 33 0 15 0 17

37 a 0 n.b. 0 n.b. 0 n.b. 0 n.b. 0 n.b.
37d 11 15 0 16 15 17 0 0 0 0
37e 18 15 0 19 22 10 0 0 0 0
Ferrichrom 30 28 32 25 n.b. 2
Mycobactin 12 14 16 16 14 15 14 15 14. 16

*n.b. = nicht bestimmt
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Das auf enem Glucose-Grundgerist basierende Triscatecholat 10f und die Verbindungen
15a, 15b und 21 waren ebenfdls aktiv. Die aktiven Eisenkomplexe der Trishydroxamate
konnten folglich ds madgliche Trandervektoren fir Antibiotika gegen Mykobakterien
eingesetzt werden.

Die neu gynthetiseten Trishydroxamate, insbesondere ihre  Eisenkomplexe und  die
Triscatecholate, die auf den Monosaccharidgrundgeriisten von Methyl-a -D-glucopyranosid,
Methyl-a -D-gdaktopyranosd, Methyl-a-D-ripopyranosd und  Methyl-a -D-xylopyranosid
baseren, konnen ds atifizidle synthetische Siderophore in Mykobakterien agieren, jedoch
nicht die hergesditen myo-Inostol-Derivate und Biscatecholate.  Insbesondere  die
Catecholate 9f (aktiv be Bj), 10e (aktiv be Bz, Us) und die Fe**-Komplexe der
Hydroxamate 33d, 34e, 35d und 36d, e (aktiv bei B, Us) zeigen auch be Exochdin- und
Mycobactinmangel gute  Siderophorwirkung  und  kdnnen damit den normdewese
dattfindenden biphasschen EisenTrander von Exochdin zu Myoglobin  umgehen. Solche
Vebindungen snd von groRem Interesse ds maogliche Trandervektoren fir Antibiotika
gegen Mykobakterien oder fir wetere biologische Anwendungen, bel denen die Aufnahme
des Eisens und dessen Metabolismus eine Rolle spidt. Im Folgenden gilt es zu prifen, wie die
Anbindung an Antibiotika zu rediseren wére, ob eine direkte Verknipfung mdglich oder eine
Anbindung Uber Spacer notwendig i<t

3.3.3 CAS-Test und Beziehungen zwischen Fe**-Komplexbildung und

Sider ophorwirkung

Padld zu den Wachstumdorderungstests wurde die reative Eisenkomplexbildung der neu
gynthetiserten  Verbindungen mittels des Chromazurol-S (CAS)-Tests nach Schwyn &
Nelands [1987] untersucht. Bem CAS-Test wird ene Lésung der zu untersuchenden
Substanz auf das den EisenChromazurol-S-Komplex enthadtende Medium gebracht. In
Gegenwart sarker Eisenkomplexbildner efolgt ene Verdrangung des Eisens aus dem
Farbkomplex, was durch eine Farbdnderung von blaugrin zu gelb bis gdbrot angezeigt wird
(Abb. 39).

Eine podtive CAS-Resktion kann dso mit einer Eisenchdatiserung assoziiert werden. Die
Ergebnisse des CAS-Tests fur die Siderophor- Analogawerdenin Tab. 13 dargestdlt.

Hierbel fid auf, dass die Biscatechol-Derivate keine Resktion zeigten. Die stérkste Reaktion
wiesen 10a, 10b, 10e, 10f, 10g, 33d,e, 34d,e, 35d, 36d, 36e und 37d, e auf. Die
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gechitzten Hydroxamate 31 - 37 a und die Catecholate mit Benzoxazingruppe waren, wie zu
erwarten, inaktiv.

Abb. 39: CAS-Test: podtive Resktionen, erkennbar an der typischen Gelbférbung des
Chromazurol-S-Komplexes;, A =starke Resktion; B = schwache Resktion;
C = keine Reaktion

Tab. 13: CAS-T est-Ergebnisse

Catechol at- CASTest Hydroxamat- CASTest
Verbindung Verbindung

2 - 3la -

3 - 33a -
9a - 33d ++
9b - 33e ++
9c - 3Ma -
9d - 34d +
9e + HAe ++
of + 35a -
9¢g - 35d ++
10a ++ 36 a -
10b ++ 36d ++
10c ++ 36e ++
10d - 37a -
10e ++ 37d ++
10f ++ 37e ++
109 ++ - - keine CASReaktion,
15a ++ - + schwache CAS-Reaktion,
15b + . ++ starke CAS-Reaktion;
21 T+ - Vergleichssiderophore ++

Der CAS-Test steht in guter Ubereingimmung mit den Ergebnissen, die in Abschnitt 3.2 bei
den Siderophorwirkungen erzidt wurden. Eine genaue Untersuchung von Zusammenhangen
von Fe**-Komplexstabilitd und Siderophorwirkung war im Rehmen der Arbeit nicht méglich.
Durch die exakte Bestimmung der beiden Referenzsubstanzen aus der Gruppe der Catecholate
und Hydroxamate, welche im Veglech zu daken natrlichen Sderophoren andoge
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Komplexbildungskongtanten bzw. Komplexsabilitdtskonstanten besitzen, kénnen
Rickschltisse darauf gezogen werden, dass die im CAS-Test und in den Sderophortests
effektivden Chdatoren ebenfdls Komplexbildungskonganten in diessm Bereich besitzen.
Waeterhin  zeigte dSch, dass die Catecholaverbindung 10b (HeLg) mit ener hoheren
Komplexgabilitdéskongante ds die Caecholaverbindung 10f (HeLa) €ne bessere
Siderophorwirkung erzidte. Die kirzere Specerldnge ezidte vermutlich ene bessere
Konfirmation des Chelamolekils zum Eisen(lll) und damit eine bessere Komplexstabilitét
und ein bessere Siderophorwirkung.

3.3.4 Antibakterielle Testungen

Alle neuen Vehbindungen wurden zusdzlich  mikrobidl  untersucht.  In @nem
Agadiffusonstest  [Europdisches  Arzneglbuch, 1997] wurden ge auf  ihre
Hemmzonendurchmesser (in mm) gegen folgende Bakteriengamme geprift: Bacillus subtilis
ATCC6633, Saphylococcus aureus 134/93 (MRSA), Saphylococcus aureus SG511, die
St&mme von Pseudomonas aeruginosa SG137, ATCC27853, NTCC10662 und ATCC9027,
gegen die Mykobakterien Mycobacterium smegmatis SG987, Mycobacterium aurum SB66,
Mycobacterium phlei mc?155 und Mycobacterium vaccae 10670 sowie gegen die Hefe
Soorobolomyces salmonicolor 549.

Nur  von Methyl-2,3,4-tri-O-(3-aminopropyl)-6- O-trityl-a -D-glucopyranosd ~ (8), einer
Auggangssubstanz fir die Catecholatsynthesen, konnte eine gute Wirksamkeit nachgewiesen
werden. Alle anderen Verbindungen waren unwirksam gegen die gepruften Bakterien

Die Ergebnisse der antibakteridlen Testung der Vebindung 8 snd in Tab. 14
zusammengefast. Zum Vegleich snd die entsorechenden Werte von  Azlocillin,  einem
Acylureido-Penicillin, angefihrt. Aus der Tabele geht hervor, dass die geprifte Substanz
gegen enige Bakteriensdmme die Hemmwerte der Vergleichssubstanz  Ubertrifft  und
efolgreich bakteridle Resgenzen Uberwinden kann. Die Verbindung konnte sich  daher
aufgrund  ihrer  antibekteridlen  Eigenschaften  zur Anwendung  ds  Arzneémittd  be
bakteridlen Infektionen, insbesondere mykobakteridlen Infektionen, eignen [DE 19942864
Al, 2001].
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Tab. 14: Wirksamkeit von Substanz 8 gegen ver schiedene Bakterienstdmmeim
Agardiffusionstest (Hemmzonendurchmesser in mm)

Substanz 8 AZodllin
B. ubtilis ATCC6633 21 30
S aureus 134/93 (MRSA) 15 0
S aureus SG511 15 29
P. aeruginosa SG137 18 17
P. aeruginosa ATCC27853 16 20
P. aeruginosa NTCC10662 15 19
P. aeruginosa ATCC9027 19 21
M. smegmatis SG987 27 0
M. aurum SB66 22 0
M. phlei mc?155 19 0
M. vaccae 10670 31 0
Sporobolomyces salmonicolor 549 17 0

3.3.5 Wirksamkeit gegen den Malariaerreger Plasmodium falciparum in

infizierten menschlichen Erythrocyten

Die Verbreitung der AntibiotikarResstenz bel den Stdmmen des Mdariaerregers Plasmodium
falciparum ig en wdtwates Gesundhetsproblem. Vide Antimdariamittd beeinflussen die
Fresetzung des Eisens aus Hamoglobin durch den Parasiten. Da die Entwicklung des
Mdaigparasten abhangig von ener ausechenden Vesorgung mit Esen i, snd
Verbindungen, die Mikroorganismen Eisen entziehen, potentielle Antimalaria- Wirkstoffe.

Die Antimdariasktivitd diessr Vebindungen schent mit dem Grad ihrer Lipophilie und
somit ihrer  Zdlpermeshilitéc zu korrdlieren. Die Arbetsgruppe um  Professor Weiss,
Innsbruck untersuchte zwel in diessr Arbeit hergestdlte Verbindungen im Rahmen anderer
Catecholatsderophore hindgchtlich des Parastenwachsums von Plasmodium falciparum in

infizierten menschlichen Erythrocyten (Tab. 15) [Rotheneder et al., 2002].

Tab. 15 Untersuchung der antiplasmodialen Aktivitat, Toxizitat und Reversbilitét des
antiplasmodialen Effekts verschiedenartiger Tris-Catecholatsiderophore

Siderophor- LDsp fUr Parasiten Toxizté gegentiber Revershilitét des
Verbindung wachgum [uM] K562-Zdlen: LDsg antiplasmodiden
(% der Kontrolle) Effekts der
enesMTT-Tests* Siderophore durch
Eisensdze
9c 0,01 89 nen
10e ~2 86 nen
Dexrazoxane ~400 100 ja
DFO ~30 93 ja

*MTT = [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid]; ein MTT-Wert von 100% entspricht der
Lebensfahigkeit von unbehandelten Kontrollzellen, ein Wert von 10% zeigt ein Zellsterben von 90% der Zellen
an
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Es zeigte dch, dass die Vebindungen Methyl-2,3,4-tris-O-{ N-[3,4- di(methoxycarbonyloxy)-
benzoyl]-aminopropyl} -6-O-trityl-a-D-glucopyranosd  9¢ und  Methyl-2,3,4-tris-O-[N-
(8-methoxycarbonyl oxy-3,4-dihydro- 2H- 1,3- benzoxazin- 3- yI- acetyl) - aminopropyl] -a - D-
glucopyranosd 10 e vergleichbare bzw. bessere Aktivitdten gegen den Erreger aufwiesen ds
das nattrliche Siderophor Desferrioxamin B (DFO). Die Ergebnisse der lethden Doss gegen
Uber dem Parasitenwachstum lagen fir 9 c bel LDso = 0,1 uM, fir 10 e bel LDsp » 2 pM und
fur DFO bei LDsg » 30 uM. Der Wert fr 9 ¢ liegt >1000fach héher al's der von DFO.

Die beiden Verbindungen wiesen lediglich ene geringe Toxizitét gegentber Sdugetierzelen
(K562-Zdlen) auf. Im MTT-Test starben 11 bzw. 14 % der Zdlen ab.

Weiterhin wurde der Einfluss der Zugabe von Eisensazen in geringer Konzentration auf die
Reverghilitt des antiplasmodiden Effekts untersucht. Die mesten Catecholatverbindungen
zeigten ene Reveghilitd des antiplasmodiden Effekts und damit eine primére Abhangigkeit
ihrer Wirksamkeit vom zdlul&ren Eisengehdt. Die beden Verbindungen 9c und 10 e zegten
keine Reverghilité. Die Sderophore agieren somit unabhéngig vom intrazdluléren
Eisenreservoir nach enem  dternativen Mechanismus. Dies last auf eine mdgliche direkte
Wirkung auf die essentidlen Enzyme von Plasmodium falciparum oder eine Stérung der
Eisenfreisstzung aus dem Hamoglobin schlielzen.

Die Ergebnise der antiplasmodiden Aktivitdten und Toxizitdten legen nahe, dass diese neuen
Sderophore attraktive Kandidaten bel der Suche nach neuen Antimdariawirkstoffen sein
konnten.
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4. EXPERIMENTELLER TEIL

4.1 Chemikalien

Die Trocknung der Losungsmittd efolgte nach den Ublichen Labormethoden [Organikum,
1993]. Sofern nicht gesondert vermerkt wurde, erfolgte bel den anderen Stoffen keine weitere
Renigung. Chemikdien wurden ba den HFrmen Huka bzw. Aldrich eworben.
2,3-Dihydroxybenzoesdure wurde bel der Firma Acros Organics gekauift.

4.2 Messmethoden

4.2.1 Potentiometrische M essungen

durchgefiihrt von der Arbeitsgruppe Prof. A.L. Crumbliss, USA

Die Vebindungen 10b, 10f und 33c wurden jewels in 20ml gdés und in ener
doppewandigen Titrationszelle bel ener konganten Temperatur von 25+ 0,05°C unter
Rihren vorgdegt. Die Losungen wurden durch die Zugabe von 20M NaClO, auf ene
lonenstérke von 0,10 M eingedtellt. Die gesamte Lésung wurde vor der Titration mit Argon
gepllt. Fir die Titration wurde ene Titronic 96 Standard-Blrette verwendet. Die
Versuchsdaten wurden mit dem Programm SUPERQUAID andlysiert [Gans et al., 1985].

4.2.2 Spektroskopische M essungen

4.2.2.1 UV/V1S-Spektroskopie zur Messung der Fe**-Komplexe

Die UV/NIS Spektren wurden mit einem Cay 100 Spektrometer aufgenommen. Alle
Lésungen wurden durch Zugabe von NaClO4 auf eine lonengtérke von 0,10 M eingestdllt. Die
UV/VIS-Spektren der Eisenkomplexe wurden as Funktion des pH-Werts aufgenommen und
mit dem Programm LETAGROP-SPEFO [Sllen et al., 1968] andysiert. In spektrometrischen
Konkurrenzregktionen mit EDTA wurden 5ml der Proben vorher Uber Nacht bei 25°C
gerihrt. Typische Lésungen hatten eine Konzentration von 1x10%M Fe** und Ligand in
enem sechfachen Uberschuss von EDTA  (Aldrich). Die Protonierungs- und Fe**
Bildungskonganten fir EDTA entdammen Tabelenwerken von Martel und Smith [Martel
& Smith, 1974].
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4.2.3 Kernmagnetische Resonanzspektroskopie

'H- und 3C-NMR-Spekiren wurden mit einem Bruker Advance DRX 300 MHz bzw. enem
Bruker Advance DPX 500MHz  Spektrometer aufgenommen. Die  chemischen
Verschiebungen d wurden in ppm und die Kopplungskonstanten J in Hz angegeben.

4.2.4 M assenspektrometrische M essungen

Hochauflésende Massenspektren wurden mit einem Massengpektrometer der Marke Finnigan
MAT 95 XV mit Elektrospray lonisation (ESI) oder mittels eines ES-MS. Triple-Quadrupol-
Instruments Quitro (VG Biotech, Altrincham, England) aufgenommen.

4.2.5 Elementaranalyse
Die Elementaranaysen (C, H, N) wurden mit einem CHN-O-Rapid der Firma Foss/Heraeus

Hanau gemessen.

4.2.6 Drehwertbestimmung

Die Drehwerte wurden mit dem Propol Polarimeter der Firma Dr. Kernchen gemessen.

4.2.7 Chromatographische M ethoden

4.2.7.1 Dunnschichtchromatogr aphie (DC)

Es wurden Alufolien Kiesdgd 60 Fas4, Schichtdicke 0,2 mm der Firma Merck verwendet. Die
Detektion efolgte durch ene UV-Lampe (254 nm) oder durch das Anférben mit einer Lésung
aus Anisaldehyd/H,SO4/EtOH in einem Verhdtnis von 1:4:95 (VIVIV).

4.2.7.2 Sdulenchromatographie
Fir die Atmospharendruckchromatographie wurde Kiesege 60 (60 - 230 mesh) und fir die
Flashchromatographie Kiesalgel 60 (20 - 60 mesh) der Firma Merck verwendet.

4.2.7.3 High Pressure Liquid Chromatoghraphy (HPLC)

Die Reinigung der Proben Uber préparative HPLC wurde an ener Abimed Gilson HPLC mit
enem 115 UV-Detektor (234 nm) und einer Knauer-Vertex- Reversed-Phase-Saule (250 x 32
mm), gepackt mit Eurosper 100-C-18 (7 mm), durchgefiihrt. Die Saule wurde mit einem
Gradienten von Acetonitril und Wasser duiert, beginnend mit enem Verhdtnis von 30:30
(v/iv) wurde nach 25 Min. mit einem Fow von 20 mi/Min. das Verhdtnis 100:0 (v/v) erreicht.
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4.2.8 Elektrochemische Verfahren

Die dektrochemischen Untersuchungen fanden in der Arbeitsgruppe Crumbliss dait. Die
Messungen der Fe**-Komplexe wurden in wassigen 0,10 M NaClO.-Elektrolytsystemen
durchgefihrt. Verwendet wurde en EG&G Princeton Applied Research Potentiostat
Model 263. Die Voltammogranme wurden mittds ener PowerCV  Cyclovoltammetrie
Software  aufgenommen.  Alle Experimente  wurden unter  Argonamosphae und  be
Raumtemperatur  durchgefiihrt, die Scanrate betrug 100mV/s. Es wurden eine HDME
Arbeitsalektrode, ene Ag/AQCHReferenzelektrode (gesdttigte KCRHLOsung) und  ene
Platingegenelektrode verwendet. Typische Konzentrationen der Fe**-Losungen lagen be
c=1 mM. Die Ligandlésungen wiesen Werte von c= 10 mM auf. Der pH-Wert wurde unter
Verwendung von 1,0 M NaOH und 20 M HCIO,4 eingestellt. Die Potentide wurden auf eine
Ag/AgCHElektrode (ges. KCl) bezogen und in NHE durch Addition von 197 mV
umgerechnet.

4.3 Synthesen

4.3.1 Vorstufen

Die Vebindungen | — 11X wurden zuvor nach den ztierten Literaturgdlen synthetisert und
charakterigert.

2,3-Di-(acetoxy)phenoxyessigsaure (I X), C12H1207 (268,2g/mol)

Zu eng Losung von 18g (0,1 mal) 2,3-Dihydroxyphenoxyessgsaure und 20g (0,2 mol)
Acetanhydrid wurden 2 bis 3 Tropfen BSO4 (95 %) gegeben und unter Stickstoffatmosphére
be RT gerthrt. Nach 5 bis 10 Minuten entstand ein weil3r Niederschlag, der in 140 ml
Diethylether (abs) gdos wurde. Die Reektionsmischung wurde 16h  gethrt und
anchliefend in Eiswasser hydrolysert. Nach mehrmdiger Extrektion mit  Dichlormethan
wurde die organische Phase mit Eiswasser gewaschen, Uber NSO, getrocknet, filtriert und
das LM im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in Toluol/Aktivkohle umkrigaligert.

Ausbeute: 15,2 g (57 %)

Fp=122-125°C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): 2,26 (s, 6H, COCHs), 4,70 (s, 2H, OCH,) 6,85 (d, J= 8,3,
1H, arom. H), 6,90 (d, J= 7,2, 1H, arom. H), 7,25 (d, J= 8,3, 1H, arom. H)

MS (FAB) mVz 269,2 [M+H]*
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2,3-Di-(acetoxy)phenoxyacetylchlorid (X), C12H11ClIOg (286,7 g/moal)

Eine Suspenson von 1X (3,99, 14 mmoal) und PCk (4,89, 23,4 mmoal) in 10ml trockenem
CCly; wurde be 50°C bis zur vollsténdigen Lésung gerthrt. Das LM wurde im Vakuum
abdedtilliert und der Rickstand in CCly, umkrigdligert.

Ausbeute: 3,2 g (71 %)

Fp=86°C

N-Benzyloxy-N-methylamin XXV CgH11NO (137,18 g/mal)

4459 (0,019mol) des tet. Butyl-N-methyl-N-benzyloxycabamat wurden in 40m
Dichlormethan gelégt, mit 65ml TFA versstzt und 1 h be RT gerthrt. Anschlief?end wurde
die ResktiondGsung am Rotationsverdampfer eingeengt und in 50ml Toluol aufgenommen,
engeengt und nochmas mit 50ml Toluol behanddt, engeengt und im Hochvakuum
getrocknet. Esresultiert ein gelbliches Ol, welches im Kiihlschrank langsam fest wird.

Ausbeute: 2,48 g (95 %)

'H-NMR(CDCL): 2,56 (s, 3H), 4,64 (s, 2 H), 6,32 (s, 1 h, NH), 7,30 (s, 5 H)

N-Methyl-N-benzyl oxy-glutaramid XXVI C13H17NO;4 (251,28 g/mol)

Eine Losung von 248g (0,018 mol) N-Benzyloxy-N-methylamin und 2,05g (0,018 mal)
Glutarstureanhydrid in 140 ml Dichlormethan wird bei RT mit 29 ml TEA versetzt und ca
8h ba RT gethrt. Nachdem durch DC-Kontrolle (ChloroformMethanol 4:1) kein Edukt
mehr detektiert werden konnte, wurde die Lésung mit IN HCI angeséuert. Das CH,Cl, wurde
abdedtilliet und der Ricksand in Essgester aufgenommen. Die organische Phase wurde
zweimd mit ca 30m H,O gewaschen und dann Uber N&SO, getrocknet, filtriert und
abdetilliert. Es entstent ein farbloses O.

Ausbeute: 4,0 g (88 %)

'H-NMR (CDCk): 1,98- 1,70 (g, 2H), 2,50- 2,24 (t, 4H), 3,16 (s, 3H), 4,78 (s, 2H),
7,34 (s, 5H)

N-Methyl-N-benzyl oxy-succinamid XXVII Ci2H15NO, (223,25 g/mol)

Die Synthese und Aufarbetung efolgte andog von XXVI. Ene Lésung von 28¢g
(0,020 mal) N-Benzyloxy-N-methylamin  und 20g (0,020 mol) Berngeinsaureanhydrid in
150 ml Dichlormethan wird bei RT mit 32ml TEA versetzt und ca 8 h bel RT gertihrt. Es
entsteht ein farbloses O.

Ausbeute: 3,8 g (85 %)
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'H-NMR (CDCl): 1,98-1,70 (g, 2H), 2,50- 2,24 (t, 2H), 3,16 (s, 3H), 4,78 (s, 2H), 7,34 (s,
5H)

4.3.2 Sider ophor synthesen

Methyl-4,6-O-isopropyliden-a -D-glucopyranosid (1), C10H180s (234,3 g/mol)

Einr Lésung von Mehyl-a-D-glucopyranosd (509, 258 mmoal) in 50ml wasserfreiem
DMF wurden 3,5ml Dimethoxypropan (284 mmol, 1,1 eq / Methyl-a-D-glucopyranosd)
und 100 mg p-Toluolsulfonsiure hinzugefligt. Die Resktionddsung wurde bet 20°C fir 3h
gerthrt und anschlieRend mit TEA neutrdisert. Das Ldésungsmittd wurde im Vakuum
verdampft und der resultierende gelbe Srup mit Chloroform/Wasser  extrahiert. Die
organische Phase wurde mit Wasser gewaschen, Uber NaSO, getrocknet und im Vakuum
aengeengt. Nach Renigung des Rickgandes Uber Kiesdge-Saulenchromatographie (15:1
Chloroform-Methandl)  erhidt man  Methyl-4,6-O-isopropyliden-a -D-glucopyranosd  ds
weil3es Pulver.

Ausbeute: 4,8 g (80 %)

[a]p® = +116,7 (c = 9,8, Methanal),

'H-NMR (500 MHz, CDCk): 1,2 (s, 3H, CCHs), 1,3 (s, 3H, CCHs), 3,2 (s, 3H, a- OCHs3), 3,3
(d, J=9,3, 1H), 3,35 (m, 1H), 3,4 (dd, J=5,1, 9,6, 1H), 3,5 (d, J=8,4, 1H), 3,55 (d, J=8,7,
1H), 3,6 (dd, J=5,1, 10,3, 1H), 4,53 (d, J= 3,9, 1H)

13C-NMR (500 MHz, CDCk): 19,49 (CHs), 29,45(CCHs), 55,8 @-OCHs), 62,71, 63,65,
72,50, 73,42, 73,88, 100,12, 100,16 (C-1/C-6 und C(CHs)2)

Methyl-2,3-bis-O-[ 2,3-di-(acetoxy) benzoyl] -4,6-O-isopropyliden-a -D-glucopyranosid 2),
C32H34016 (674,6 g/mol)

Zu ener Lésung von 1,2g (5mmoal) Methyl-4,6-O-isopropylidena-D-glucopyranosd 1 in
50m THF wurden 2ml (15mmol) TEA und 60mg DMAP unter Rihren und ener
Sicksoffatmosphare hinzugefigt. Nach dem Herunterkihlen der Losung auf -20 °C wurde
ene Losung von 39g (15mmol) 23-Di(acetoxy)benzoylchlorid in wassarfrdem THF
tropfenweise zugegeben. Es wurde 1h ba —15°C und 3h be RT weitergertihrt. Das
Losungsmittdl  wurde im  Vakuum engeengt und das Produkigemisch in  Essgester
aufgenommen. Anschlief?end wurde nacheinander mit 1 M HCI, geséttigter NaHCO3- Lésung,
ges. NaClLsg. und HO gewaschen, Uber N&SO, getrocknet und wiederum im Vakuum
engeengt. De resultierende weilRe Schaum wurde Uber HPLC gereinigt und aus
Diethylether/PE ausgefdlt.
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Ausbeute: 2,16 g (64 %)

Fp=93-95°C

[a]o®® = + 52,4 (c = 8,9, Methanol)

'H-NMR (500 MHz, CDCh): 1,32 (s, 3H, CCHs), 1,41 (s, 3H, CCHa), 2,19 (s, 3H, COCHy),
2,20 (s, 6H, COCHs), 2,23 (s, 3H, COCHs), 3,32 (s, 3H, a-OCHs), 3,7-3,85 (m, 3H, H-6, H-
5), 3,85 (t, J= 3,6, 1H, H-4), 4,96 (d, J= 3,6, 1H, H-1), 5,03 (dd, J= 10, 3,6, 1H, H-2), 5,67
(dd, J=1,9, 8,4, 1H, H-3), 7,15 - 7,29 (m, 4H, arom. H), 7,66 (dd, J= 1,8, 7,9, 1H, arom. H),
7,72 (dd, J= 1,8, 7,9, 1H, arom. H)

13C-NMR (500 MHz, CDCk): 1891 (CCHs), 20,41, 20,48, 20,51 (2x) (CO-CHs), 28,89
(CCHs), 55,47 (a-OCHs), 62,36, 63,48, 69,89, 72,25 72,36, 97,64, 99,94 (C-1/C-6 und
C(CHa)2), 123,78, 124,73, 125,98, 126,22, 127,73, 128,19, 128,48, 129,38, 142,39, 142,84,
143,39, 143,47 (arom. C), 162,73, 163,21 (-CO-), 167,95, 168,04, 168,12, 168,20 (CO-CHs)
MS (ESI) m/z 692,1 [M+NH,]*, 697,2 [M+Na]*

Methyl-2,3-bis-O-[ 2,3-di-(acetoxy)benzoyl] - a-D-glucopyranosid (3), C29H30016

(634,6 g/mol)

Zu ene Loésung von 2 (1g, 1L5mma) in 20ml CHCl, wurden 0,5ml Essgsiure (98 %)
getropft. Die Resktionsmischung wurde be RT ca 1h gelhrt, bis kein Edukt mehr im
Dunnschichtchromatogramm  (3:1:05 Chloroform:Ethylacetat-Essigsdure) zu  erkennen  war.
Nach mehrmdiger Extraktion mit ges. NaClLsg und H,O wurde die organische Phase Uber
NaSO, getrocknet und das LM im Vakuum verdampft. Das Produkt wurde in PE/Ether
ausgefdlt und ergab einen weall3en Festtoff.

Ausbeute: 860 mg (91 %)

Fp=85-87°C

[a]p?° = +62,7 (c = 6,5, Methanol)

'H-NMR (500 MHz, CDCk): 2,28 (s, 6H, COCHz), 2,30 (s, 3H, COCHs), 2,35 (s, 3H,
COCHs3), 343 (s, 3H, a-OCHg), 3,8-3,9 (m, 4H, 2H-6,H-5, H-4), 5,03 (d, J= 3,6, 1H, H-1),
5,13 (dd, J=3,6, 10,2, H3), 5,70 (dd, J=1,8, 10,2, 1H, H3),7,20-7,37 (m, 4H, arom. H),
7,67 (dd, J=1,6, 7,8, 1H, arom. H), 7,85 (dd, J= 1,71, 7,8, 1H, arom. H)

13C-NMR (CDCh): 20,50 (3x COCHs), 20,70 (3x COCHs), 55,45 (a-OCHs), 62,06 (C-6),
69,75 (C-4), 71,11 (C-2), 71,36 (C-5), 74,03 (C-3), 96,98 (C-1), 123,79, 124,85, 126,25,
127,80, 128,31, 129,24, 142,13, 142,92, 143,15, 143,50 (arom. C), 163,25, 164,49 (-CO-),
168,08 (2C), 168,24, 168,82 (CO-CHs)

MS (ESI) m/z 652,3 [M+NH,]*, 657,2 [M+Na]*
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Methyl-6-O-trityl-a -D-glucopyranosid (6), C2sH250s (436,5 g/mol)

Zu ener Losung von 1949 (0,1 mol) Methyl-a-D-glucopyranosd in 200ml DMF (abs)
wurden 30,7g (0,11 mol) Triphenylmethylchlorid, 23ml Triethylamin (1,5 ej und 089
(5mmol) DMAP unter Stickstoffatmosphére gegeben. Die Reektionsmischung wurde Uber
Nacht bei RT gerthrt und anschlielfend in Eiswasser hydrolysert und mit Chloroform
extrahiert. Die organische Phase wurde mit ges. NaCl-Lsg. und HO gewaschen, Uber N&SO4
getrocknet und im Vakuum verdampft. Die Renigung des Rickstandes erfolgte durch
Kiesdgd- Saulenchromatographie  (15:1:0,01  Chloroform-Methanol- Triethylamin).  Die  Um:
krigalisation erfolgte aus Ethanal.

Ausbeute: 34,5 g (80 %)

Fp=150°C

[a]p?° = + 63,7° (c = 7,5, Methanol)

'H-NMR (CDCk): 3,34 (m, 2H, H6), 343 (s, 3H, a-OCHa), 3,48 (m, 1H), 3,65-3,75 (m,
3H), 4,76 (d, J= 3,7, H-1), 7,23-7,33 (m, 9H, arom. H), 7,45-7,48 (m, 6H, arom. H)

13C-NMR (500 MHz, CDCk): 55,08 (@-OCHs), 63,92 (C-6), 70,19, 71,48, 72,10, 74,51 (C-
2/C-5), 86,84 (CPhg), 99,13 (C-1)

Methyl-2,3,4-tri-O-(2-cyanoethyl)-6-O-trityl-a -D-glucopyranosid (7), C35H37N30g
(595,7 g/mol)

Zu ener Losung von 6,69 (0,015ma) 4 in 10 %-iger wassriger KOH-Lsg (50 ml) wurden
8,7m (3 eg/OH) Acrylnitril gegeben. Die Resktionsmischung wurde fir 2 h ba 40 °C enem
Ultraschdlbad ausgesetzt, anschlief?end abgekihlt und mit  Chloroform  extrahiert. Die
organische Phase wurde mit 1 N HCI und H>O gewaschen, tUber NaSO, getrocknet und im
Vakuum verdampft. Das Rohprodukt wurde in Ethanol auskrigtdlisert und anschliel¥end Uber
eine Kiesd gel sule chromatographisch gereinigt (5:1 Chloroform-Essigsaureethylester).

Ausbeute: 5,2 g (58 %)

Fp=146°C

[a]p?° = +71,0 (c = 7,8, Methanol)

'H-NMR (500 MHz, CDCh): 2,12-2,22 (m, 2H, CH,-CN), 2,60 (m, 4H, -CH,-CN), 3,10 (dd,
J=73, 3,1, 1H), 3,32 (dt, J=8,9, 5,9, 3,2, 1H), 3,44 (s, 3H, a-OCHs), 3,46 - 3,65 (m, 4H),
3,7 (t, J=6,3, 2H, O-CHy), 3,75 (m, 1H), 3,91 (t, J=6,1, 2H, O-CH>-), 3,93 (m, 1H), 4,95 (d,
3,4, 1H, H-1), 7,22 -7,49 (m, 15H, arom. H)

13C-NMR (500 MHz, CDCl): 18,92, 19,31, 19,39 (CH»-CN), 55,1 (a-OCHz), 61,49 (C-6),
65,93 (C-4), 66,77, 67,82, 69,83 (O-CH,-), 77,87 (C-2), 80,96 (C-5), 81,0 (C-3), 86,39
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(CPhg), 97,11 (C-1), 117,67, 117,72, 118,67 (CH»-CN), 127,14, 127,85, 128,65, 143,55
(arom. C)
MS (ESI) m/z 618,4 [M+Na]”

Methyl-2,3,4-tri-O-(3-aminopropyl)-6-O-trityl- a - D-glucopyranosid (8), C35H49N305
(607,8 g/mol)

Hergdlung des Katdysators Co,B: Zu ener Losung von 459 (0,034 mol) CoClL in 100 ml
absolutem Methanol wurden unter Stickstoffatmosphéare ba 0°C 1,3 g (0,034 mol) NaBH4
hinzugefigt. Innerhdb 05h fid en schwarzer Festdoff aus Zu diessr Mischung wurde
insitu ene Losung von 20g (34mma) 6 in 10ml THF (abs) gegeben. Weitere 4 g
(0,2 mol) NaBH; wurden portionsweise hinzugefiigt. Die Resktionddsung wurde etwa 2 h be
RT gethrt, bis kein Nitril mehr im Dunnschichtchromatogramm (5.1 Chloroform:
Ethylacetat) detektiert werden konnte. Mit 2N HCl wurde auf pH 2 - 3 eingestdlt. Durch sehr
sarkes Rihren wurde der Katalysator zerstort. Es wurde so lange weitergertihrt, bis eine klare
rote Losung entstand. Nun wurde die Losung mit wassigem NHs dkdisch gemacht und mit
Chloroform extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber NgSO, getrocknet
und das LM verdampft. Der resultierende well3e Schaum wurde ohne wetere Reinigung fir
die néchsten Resktionen eingesaizt.

Ausbeute: 1,9 g (92 %)

[a]p®° = +59,6 (c = 5,3, Methanol)

'H-NMR (500 MHz, CDCh): 1,76 - 1,88 (m, 6H, -CH,-), 2,45 (m, 2H, CH,-NH,), 2,82 (m,
4H, CHy-NHy), 3,12 (dd, J=4,4, 9,6, 1H), 3,29-3,38 (m, 3H), 3,47 (s, 3H, a-OCHj3), 3,66 (m,
1H), 3,74 (m, 6H, O-CHg), 3,82 (m, 1H), 4,91 (d, J=3,5, 1H), 7,21-7,33 (m, 9H, arom. H),
7,44-7,51 (m, 6H, arom. H)

13C-NMR (500 MHz,CDCL): 33,84, 34,06, 34,43 (CH,-), 39,41, 39,42, 39,56 (CH,-NHy),
54,84 (a-OCHs), 62,52 (C-6), 69,13 (C-4), 70,30, 70,88, 71,47 (O-CH,-), 78,50 (C-2), 80,72
(C-5), 81,61 (C-3), 86,26 (CPhg), 97,52 (C-1), 127,13, 127,93, 128,77, 143,96 (arom. C)

MS (ESI) m/z 608,3 [M+H]", 646,1 [M+K]"

Methyl-2,3,4-tris-O-{N-[ 2,3-di-(acetoxy)benzoyl] -3-aminopropyl }-6-O-trityl-a - D-gluco-
pyranosid (9 a), CegH73N3021 (1268,4 g/mol)

Zu ener Loésung von 8 (2g, 3,2mmol), TEA (54 ml, 392mmol) und DMAP (1,56 g,
9,6 mmal) in wassarfrdem THF (50 ml) wurde ene Ldsung von 2,3-Diacetoxybenzoylchlorid
(4,89, 188mmal) in 50ml THF (abs) be —15°C und unter Stickstoffatmosphére getropft.
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Die Resktionsmischung wurde 1h be 0°C geihrt und nochmds 4h be RT. Das
Losungsmittd wurde im Vakuum verdampft und der Rickstand mit Essgester aufgenommen.
Es wurde hintereinander mit 1M HCI, ges. NaHCOs-L6sung, ges. NaCl-Loésung und H»O
gewaschen, Uber NaSO, getrocknet und das LM entfernt. Der resultierende weil’e Schaum
wurde Uber HPLC gereinigt.

DC (3:1:0,5 Chloroform-Essigester-Essigsaure): Rf = 0,49

Ausbeute: 1,8 g (49 %)

[a]o®® = + 25,1 (c = 4,6, Methanol)

'H-NMR (500 MHz, CDCk): 146 (m, 2H, -CH.-), 1,77 (m, J=6,3, 6,1, 4H, -CH,-),
2,23 - 2,28 (m, 18H, CO-CHa), 3,12 (m, 2H, -CH2-NH), 3,25 - 3,77 (m, 15 H, -CH>-NH, -O-
CHa,-, -CH), 4,11 (m, 1H,-CH), 4,91 (d, J= 3,1, 1H,-CH), 6,46 (m, 1H, -NH-CO-), 6,83 (m,
1H, -NH-CO-), 6,89 (m, 1H, -NH-CO-), 7,16-7,48 (m, 24 H, arom. H)

13C-NMR (500 MHz, CDCk): 20,44, 20,49 (CO-CHs), 29,54, 29,62, 29,86 (-CH,-) 37,86,
37,95 (CH,-NH) 54,64 @- OCHs) 62,25 (C-6), 69,07 (C-4), 70,12, 71,06, 71,74 (O-CHy),
78,50 (C-2), 80,46 (C-5), 81,53 (C-3), 86,31 (CPhg), 97,03 (C-1), 125,44, 126,00, 126,23,
126,35, 127,01, 127,76 127,84, 127,88, 128,68, 130,57, 140,14, 140,34, 142,95, 143,03,
143,78 (arom. C), 164,81, 165,03, 165,20 (CO-NH), 167,90, 167,99, 168,1, 168,15, 168,19
(CO-CHpy)

MS (ESI) m/z 1290,3 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ N-(2,3-dihydr oxybenzoyl )-3-aminopropyl] -6-O-trityl-a - D-gluco-
pyranosid (9 b), CssHs1N3015 (1016,1 g/mol)

Zu ener mit Stickgoff gespliten Loésung von Natriumhydroxid (192 mg) in Wasser (5ml)
wurde 9a (19, 0,8 mmal) hinzugegeben. Es wurde 1 h b RT gertihrt und anschliel¥end mit
1M HCI neutrdigert, wobe en grauer Niederschlag audid. Diessr wurde abfiltriert und mit
Wasser gewaschen. Anschlie3end wurde er in Essgester gelést und mit ges. NaClkLosung
und H,O gewaschen, Uber NaSO,; getrocknet und das LM entfernt. Der Rickstand wurde
Uber die HPLC gereinigt und anschliel3end lyophilisert.

Ausbeute: 120 mg (15 %)

'H-NMR (500 MHz, CDCl): 1,54-1,66 (m, 2H, -CH,-), 1,76-1,9 (m, 4H, -CH,-), 2,96 - 3,51
(m, 2H), 3,2- 3,87 (m, 16H), 3,41 (s, 3H, a-OCHs), 4,95 (d, J= 3,0, 1H, H-1), 5,7 - 5,9 (br,
3H, OH), 6,57-6,69 (m, 3H, benzyl. H), 6,73-6,78 (m, 1H, NH), 6,87-6,94 (m, 1H, NH),
6,95 - 7,02 (m, 3H, benzyl. H), 7,18- 7,2 (m, 1H, NH), 7,21 - 7,3 (m, 12H, trityl und benzyl.
H), 7,4 - 7,46 (m, 6H, trityl H), 12,6 - 12,9 (br, 3H, OH)
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13C-NMR (500 MHz, CDCl): 29,03, 29,19, 29,53 (-CH,-), 38,11, 38,41, 38,76 (-CHo-NH-),
54,87 (a- OCHs), 62,05 (C-6), 70,35 (C-4), 70,75, 72,26, 72,45 (O-CH,-), 78,67 (C-2), 80,82
(C-5), 82,12 (C-3), 86,45 (CPh), 97,12 (C-1), 113,9(2C), 114,101, 115,61, 115,76, 116,13,
117,92, 118,07, 118,42, 118,47, 118,68 (arom. C), 127,13, 127,83, 128,68, 143,64 (trityl C),
145,86 (2C), 145,98, 149,1 (2C), 149,22 (arom. C-OH), 169,54, 169,91 (2C) (CO-NH)

MS (ESI) m/z 1014,0 [M-H]"

Methyl-2,3,4-tris-O-{N-[ 3,4-di-(methoxycar bonyl oxy) benzoyl] -3-aminopropyl }-6-O-trityl-a -
D-glucopyranosid (9 ¢) CsgH73N3027 (1386,7 g/mol)

Zu ener Loésung von 8 (660 mg, 1,1 mmol), TEA (3ml, 21 mmol) und DMAP (550 mg,
3,3mmal) in 50ml THF (abs) wurde eine Losung von 34-Di(methoxycarbonyloxy)-
benzoylchlorid (1,3g, 45mmad) in 20m THF (abs) be -15°C wund unter
Stickstoffatmosphére getropft. Die Reektionsmischung wurde 1 h bei 0°C und 5 h be RT
gerthrt.

Die Aufarbeitung erfolgte analog 9a und ergab einen weil3en Schaum.

DC (3:1:0,5 Chloroform-Essigester-Essigsaure): Rf = 0,41

Ausbeue: 1,2 g (32 %)

[a]p®® = +25,1 (c = 7,5, Methanol)

'H-NMR (500 MHz, CDCl): 1,70 - 1,99 (m, 6H, -CH,), 3,13 (m, 2H), 3,38 - 3,91 (m, 15H)
3,40 (s, 3H, a-OCHs3), 3,83 (s, 3H, OCHs), 3,85 (s, 3H, OCHj3), 3,86 (s, 3H, OCHjs), 3,87 (s,
3H, OCHs), 3,89 (s, 3H, OCHs), 3,90 (s, 3H, OCHj3), 3,94 (m, 1H), 4,95 (d, J= 3,4, 1H, H-1)
6,85 (m, 1H, NH), 6,96 (m, 1H, -NH), 7,2 (m, 1H, NH), 7,26 - 7,30 (m, 15H, trityl H und
benzyl. H), 7,45 - 7,49 (m, 6H, trityl H), 7,60 - 7,84 (m, 3H, benzyl. H)

13C-NMR (CDCk): 29,4 (2C), 29,68 (-CH.-), 38,03, 38,19, 39,04 (-CH,-NH), 54,67
(a- OCHj3), 55,87 (OCHjs), 62,33 (C-6), 70,37 (C-4), 71,25, 71,4, 71,58 (O-CH,-), 78,57 (C-
2), 80,76 (C-5), 81,32 (C-3), 86,37 CPhg) 97,12 (C-1), 122,17, 122,23, 122,26, 1229,
122,96, 123,05, 125,33, 125,59, 125,77, 127,04, 127,78, 128,69, 133,53 (3C), 142,23 (3C),
143,77, 144,58 (3C), (arom. C), 152,79, 153,05, 153,11 (CO-NH), 165,14, 165,18, 165,21,
165,52, 165,67, 165,74 (CO-OCHg)

MS (ESI) m/z 1386,7 [M+Na]*
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Methyl-2,3,4-tris-O-{N-[ 2,3-di-(acetoxy) phenoxyacetyl] -3-aminopropyl }-6-O-trityl-a -D-
glucopyranosid (9 d), C71H79N3024 (1358,4 g/mol)

Einer Lésung von 8 (1,7 g, 28 mmoal), TEA (3ml, 21 mmol) und DMAP (1,36 g, 8,4 mmal)
in 50ml THF (abs) wurde be -15°C und unter Stickstoffatmosphdre ene Lodsung
vonX (3,29, 10,8 mmal) in THF (abs) hinzugefiigt. Die Resktionsmischung wurde 1 h be
0°C und 4h be RT wetergerthrt. Die Aufarbeitung efolgte wie oben beschrieben. Der
entstandene wel 3e Schaum wurde anschliel3end Uber die HPLC gereinigt.

DC (3:1:0,5 Chloroform-Essigester- Essgsaure): Rf = 0,19

Ausbeute: 0,94 g (25 %)

[a]o®° = +28,1 (c = 6,2, Methanol)

'H-NMR (500 MHz, CDCk): 1,64-1,75 (m 6H, -CH,-), 2,24-2,33 (m, 18 H, CO-CHy),
3,0- 3,61 (m, 18H), 3,38 (s, 3H, a- OCHgs), 4,51 (s, 2H, CO-CH,-0), 4,53 (s, 2H, CO-CH;-
0), 4,59 (s, 2H, CO-CH,-0), 4,79 (d, J=34, 1H, H-1), 6,75- 6,85 (m, 6H, benzyl. H),
7,0-7,1(m, 3H, NH), 7,18 - 7,30 (m, 12H, trityl und benzyl. H), 7,45 - 7,48 (m, 6H, trityl H)
13C-NMR (500 MHz, CDClk): 20,45 (CO-CHs), 29,62, 29,63, 29,91 (-CH,-), 36,30, 36,82,
36,96 (CH2-NH), 54,7 (a-OCHs), 62,33 (C-6), 67,38, 67,56, 67,62 (CO-CH»-0), 68,32 (O-
CHy), 69,99 (C-4), 70,4, 70,97 (O-CH,-), 78,31 (C-2), 80,56 (C-5), 81,52 (C-3), 86,2 (CPhy),
97,33 (C-1), 110,03, 110,38 (2C), 116,29, 116,32, 116,32, 126,12, 126,46, 126,51, 126,51,
126,94, 127,17, 127,21, 127,71, 127,85, 127,89, 128,67, 131,89, 131,95, 132,04, 143,52,
143,55, 143,83, 143,89 (arom. C), 149,99, 150,04, 150,12, (CO-NH), 167,55, 167,80, 167,85,
168,04, 168,12, 168,25 (-CO-CHz)

MS (ESI) m/z 1375 [M+NH,4]", 1380 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ N-(8-methoxycar bonyl oxy-2,4-di oxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-3-
yl-acetyl)-3-aminopropyl] -6-O-trityl-a -D-glucopyranosid (9 €), C71H70NsO24 (1439,4 g/mol)
In ener Lésung von 8 (1,889, 3,1 mmol), TEA (55ml, 39,4mmol) und DMAP (534 mg,
3,3mmal) in 70ml THF (abs) wurde bei —10 °C und unter Stickstoffatmosphére eine Ldsung
von Methoxycarbonyloxy- 3,4- dihydro- 2H- 1,3- benzoxazin- 3-yl-acetylchlorid (3,79,
11,8 mmoal) in 20ml THF (abs) schndl zugetropft. Die Resktionsmischung wurde dann 1 h
be 0°C und 3h be RT gethrt. Die Aufarbeitung efolgte wie oben beschrieben. Der
entstandene gelbe Schaum wurde Uber die HPLC gereinigt.

Ausbheute: 1,3 g (29 %)

[a]p?° = +25,1 (c = 7,5, Methanol)
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'H-NMR (500 MHz, CDCl): 1,45 (m, 2H, -CH>-), 1,83 (m, 4H, -CH>-), 3,30 - 3,97 (m, 20H),
3,43 (s, 3H, a-OCHpg), 3,97 (s, 3H, OCHj3), 3,99 (s, 3H, OCHs), 4,01 (s, 3H, OCHs), 4,5 - 4,65
(m, 3H), 4,95 (d, J=3,3, 1H, H1), 51 (m, 1H), 6,25 (m, 1H, NH), 6,54 (m, 1H, NH), 6,71
(m, 1H, NH), 7,23- 7,33 (m, 12H, trityl. und benzyl. H), 7,47 - 753 (m, 9H, trityl. und
benzyl. H), 7,86 - 8,03 (m, 3H, benzyl. H)

13C-NMR (500 MHz, CDCk): 29,33, 29,47, 29,66 (-CH,-), 37,49, 37,81, 38,05 (-CH-NH),
42,94, 44,52, 44,53 (-CO-CH2-N), 54,84 (a- OCHj3), 56,12, 56,15, 56,2 (OCHs), 62,33 (C-6),
69,48 (O-CHy-), 70,29 (C-4), 70,91, 71,48 (O-CHy-), 77,19 (C-2), 78,51 (C-5), 80,44 (C-3),
86,34 (CPhg), 97,17 (C-1), 115,18, 115,49, 115,52 125,21, 125,28, 125,66, 127,0, 127,76,
128,71, 129,21, 129,51, 129,63, 136,89, 137,85, 138,0, 143,81, 144,39, 144,65, 144,73 (arom.
C), 146,59, 146,87, 146,96 (CO-NH), 159,27, 159,65, 159,71 (N-CO-0O), 164,72, 165,46,
165,57 (CO-CHa)

MS (ESI) m/z 1461,7 ([M+Na]")

Methyl-2,3,4-tris-O-{N-[ N-(2,3-dihydroxybenzoyl)glycyl] -3-aminopropyl}-6-O-trityl-a -D-
glucopyranosid (9 f), Cs2H70NsO15 (1187,3 g/moal)

In @ner mit N gespliten Losung von 192mg NaOH in 5m H,O wurde 9e (400 mg,
0,3mmol) hinzugefigt. Es wurde 1h be RT gethrt und anschlif?end mit 1M HC
neutrdisert. Dabel fid en grauer Niederschlag aus. Diesr wurde dbfiltriert, mit Wasser
gewaschen und in Essgester gddst. Die Aufarbeitung efolgte wie oben beschrieben. Das
Produkt wurde nach der Reinigung tber die HPLC lyophilisert.

DC: (3:1:0,5 Chloroform- Essgsaureethylester- Essgsaure): Rf = 0,12

Ausbeute: 200 mg (56 %)

'H-NMR (CDCh): 1,54-1,74 (m, 6H, -CH,-), 2,9 - 3.9 (m, 24 H), 3,33 (s, 2H, CO-CH,-NH),
3,34 (s, 2H, CO-CH2-NH), 3,36 (s, 2H, CO-CH»>-NH), 3,39 (s, a-OCHs), 4,8 (d, J= 3,4, H-1),
6,51- 6,90 (m, 6H, NH), 6,97 - 7,23 (m, 18H, trityl und benzyl. H), 7,33 - 7,43 (m, 6H, trityl
H)

13C-NMR (CDCh): 29,96, 30,15, 30,32 (CH,-), 37,23, 37,74, 39,31 (CH,-NH), 43,58,
43,75, 43,62 (CO-CH,-NH), 55,32 (@- OCHs), 62,98 (C-6), 70,19 (O-CHy-), 70,69 (C-4),
71,07, 71,23 (O-CH,-), 76,70 (C-2), 77,68 (C-5), 78,19 (C-3), 86,65 (CPhs), 97,38 (C-1),
117,5, 119,02, 119,09, 119,16, 119,32, 119,56, 127,13, 127,87, 128,74, 128,82, 129,21,
129,52, 143,21, 146,13, 146,19, 146,25, 147,35, 149,25, 149,52 (arom. C), 165,77, 168,33,
168,87 (CH,-CO-NH), 170,84, 170,92, 172,84 (CO-NH)

MS (ESI) m/z 592,8 [M-2H]%, 1185,7 [M-H]",1209,7 [M+Na]*
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Methyl-2,3,4-tris-O-{N-[ 3-(8-methoxycar bonyl oxy-2,4-di oxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazn-
3yl)-propionyl] -3-aminopropyl }-6-O-trityl-a -D-glucopyranosid (909), C74H76N6027,
(1481,45 g/mal)

3-(8-Methoxycarbonyloxy-3,4-dihydro- 2H- 1,3-benzoxazin-3-yl)propionyl chlorid (294,
9,32 mmol) wurde in absolutem Tetrahydrofuran geést und bel einer Temperatur von —15°C
unter Stickgoffaamosphé&re zu ener Losung von 8 (1,69, 29mmol), TEA (25ml) und
DMAP (500 mg) in &bsolutem Tetrahydrofuran (70 ml) gegeben. Die Resktionsmischung
wurde 1h ba 0°C und 3h ba Raumtemperatur gertihrt. Die Aufarbeitung erfolgte wie oben
beschrieben. Das Rohprodukt wurde tber eine HPLC-Chromatographie gereinigt. Man erhdt
einen gelben Schaum.

Ausbeute: 1,2 g (27 %)

[a]p®® = +20,2 (c = 7,5, Methanol)

'H-NMR (CDCh): 1,45 (m, 2H, -CH,-), 1,83 (m, 4H, -CH,-), 2,5- 2,6 (m, 6H, CH,N) 3,30-
3,97 (m, 20H), 3,43 (s, 3H, a-OCHs), 3,81 (s, 3H, OCHj3), 3,84 (s, 3H, OCHjs), 3,90(s, 3H,
OCHz3), 4,5- 4,65 (m, 3H), 4,95 (d, J=3,3, 1H, H1), 52 (m, 1H), 6,25 (m, 1H, NH), 6,54
(m, 1H, NH), 6,71 (m, 1H, NH), 7,23 - 7,33 (m, 12H, arom. H), 7,47 - 7,53 (m, 9H, arom. H),
7,86 - 8,03 (m, 3H, arom. H)

13C-NMR (CDCh): 29,33, 29,47, 29,66 (-CH,-), 33,55 (3C, CH.NH), 37,81, 38,05 (-CH,-
NH), 54,84 (a- OCHs), 56,12, 56,15, 56,20 (OCHs), 62,33 (C-6), 69,48 (O-CH,-), 70,29 (C-
4), 70,91, 71,48 (O-CH,-), 77,19 (C-2), 78,51 (C-5), 80,44 (C-3), 86,34 (CPhs), 97,12 (C-1),
115,18, 115,49, 115,52 125,21, 125,28, 125,66, 127,0, 127,76, 128,71, 129,21, 129,51,
129,63, 136,89, 137,85, 138,0, 143,81, 144,39, 144,65, 144,73 (arom. C), 146,59, 146,87,
146,96 (CO-NH), 159,27, 159,65, 159,71 (N-CO-0), 164,72, 165,46, 165,57, 169,77 (CO)
MS (ESI) m/z 1481,5 [M+H]*, 1503,3 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-{N-[ 2,3-di (acetoxy)benzoyl] -3-aminopropyl}-a -D-glucopyranosid (10 a),
Ca9H59N3021 (1026,0 g/mol)

Zu eng Losung von 9a (250 mg, 0,2 mmal) in Dichlormethan (50 ml) wurde eine LOsung
aus BFs-Etherat (30 mg, 0,2 mmol) in Methanol (0,08 ml, 0,2 mmal) be RT zugegeben. Die
Reaktion wurde nach 15min, nachdem kein Edukt mehr im Duinnschichtchromatogramm
(3:1:05 ChloroformEssigsauregthylester-Essigsaure) zu sehen war, mit der Zugabe von
enigen Tropfen Wasser beendet. Nach dreimaliger Extraktion mit H,O wurde die organische
Phase Uber Na&SO,s getrocknet und das LM im Vakuum entfernt. Das Produkt wurde as
well3er Feststoff aus Petrolether/ Diethylether gefdlt.
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Ausbeute: 148 mg (78 %)

[a]p?° = + 31,2 (c = 2,1, Methanol)

'H-NMR (CDCh): 1,70- 1,78 (m, 6H, -CH>-), 2,18-2,22 (m, 18H, CO-CHs), 3,10 - 3,80 (m,
18H), 3,19 (s, 3H, a-OCHs), 4,72 (d, =35, 1H, H-1), 6,63 (t, J=5,3, 1H, CO-NH),
6,77 - 6,83 (m, 2H, CO-NH), 7,10 - 7,28 (m, 6H, benzyl. H), 7,36 - 7,42 (m, 3H, benzyl. H)
13C-NMR (500 MHz, CDCl): 21,58 (CO-CHs), 30,57, 30,92, 31,16 (-CH,-), 38,53, 39,02,
39,24 (-CH-NH), 55,92 (a-OCHz), 62,55 (C-6), 70,13, 71,70, (O-CH,-), 71,78 (C-4), 72,80
(O-CH,-), 78,74 (C-2), 81,58 (C-5), 82,60 (C-3), 98,28 (C-1), 126,57, 126,62, 127,12, 127,25,
127,35, 127,54, 131,64, 131,67, 131,77, 140,87, 141,22, 141,42, 144,05, 144,13, 144,28
(arom. C), 166,12, 166,30, 166,36 (CO-NH), 169,08, 169,12, 169,16, 169,21, 169,27, 169,43
(CO-CHpy)

MS (ESI) m/z 1026,8 [M+H]", 1048,5 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-{N-[ 2,3-dihydroxybenzoyl] -3-aminopropyl }-a -D-glucopyranosid (10 b),
Cs7H47N3015 (773,8 g/mol)

Zu ener mit Stickstoff gespilten wéssrigen NaOH-Lésung (230 mg in 5m H2O) wurden
370mg (0,36 mma) 9b gegeben. Das Resktionsgemisch wurde 1h ba RT gerthrt und
anchlieRend mit 1 M HCl neutrdisget. Der grauliche Niederschlag wurde mit H,O
gewaschen und Uber die HPLC gerenigt. Das Produkt wurde nach der Lyophilisation
erhdten.

Ausbeute: 150 mg (54 %)

[a]o®° = +38,4 (c = 10,0, Methanol)

'H-NMR (DMSO-dg): 1,72 - 1,79 (m, 6H, -CH>-), 3,12 - 3,19 (m, 2H, -CH,-), 3,26 (s, 3H, a-
OCHz3), 3,28 - 343 (m, 6H, -CH>-N), 3,49 - 3,53 (dd, 1H, J=4,3, 12, H6), 3,53 - 3,61 (m,
4H, OCHp-), 3,63- 3,68 (m, 1H, H6'), 3,73- 3,78 (m, 2H, OCH,-), 4,77 (d, 1H, J= 3,2,
H-1), 6,61 - 6,67 (m, 3H, arom. H), 6,81 - 6,90 (m, 3H, arom. H), 7,23 - 7,27 (m, 3H, arom.
H), 8,69 (b, 3H, NH), 9,07 (b, 3H, arom. C-OH), 12,76 (br, 3H, arom. C-OH)

13C-NMR (DMSO-dg): 29,14, 29,79, 29,89 (-CH>-), 36,42, 36,50, 36,60 (-CH>-N), 54,26 (O-
CHs), 60,17 (C-6), 67,99, 69,84, 70,37 (O-CHy-), 71,27 (C-3), 77,51 (C-4), 80,03 (C-2), 81,40
(C-5), 96,94 (C-1), 114,96, 117,07, 117,84, 118,74 (arom. CH), 146,18, 149,61 (arom. G
OH), 169,70 (CO)

MS (ESI) m/z 7745 [M+H]*, 796,4 [M+Na]*
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Methyl-2,3,4-tris-O-{N-[ 3,4-di-(methoxycar bonyl oxy)benzoyl] -3-aminopropyl }-a -D-gluco-
pyranosid (10 c¢), Ca9Hs59N3027 (1121,9 g/mol)

Anaog der Synthese von 10 a wurde 9 c¢ (600 mg, 0,4 mmal) in 30 ml Dichlormethan gdst
und mit 60mg (04 mmol) BFs-Etherat in 0,16 ml (0,4 mmol) Methanol versstzt. Die
Reaktion war nach ca. 20 min beendet. Die Aufarbeitung erfolgte wie oben beschrieben. Das
Produkt wurde a's weil3er Schaum erhalten.

DC (3:1:0,5 Chloroform-Essgséureethylester-Essgsaure): Rf = 0,1

Ausbeute: 336 mg (75 %)

'H-NMR (CDClk): 1,74-1,85 (m, 6H, -CH,-), 3,35- 3,97 (m, 18H), 3,32 (s, 3H, a- OCHy),
3,9 (s, 18H, 6x OCHj3), 4,83 (d, J=3,4, 1H, H1), 7,0- 7,07 (m, 2H, NH), 7,1 - 7,17 (m, 1H,
NH), 7,22 - 7,34 (m, 6H, benzyl. H), 7,45 - 7,47 (m, 3H, benzyl. H)

13C-NMR (CDCly): 29,33, 29,69, 29,86 (-CH,-), 37,55, 38,39, 38,94 (-CH,-NH), 54,86 (a-
OCHz), 55,89 (COOCHg), 61,60 (C-6), 70,25, 70,65 (O-CH;-), 70,86 (C-4), 71,64 (O-CH_-),
77,73 (C-2), 80,77 (C-5), 81,37 (C-3), 97,28 (C-1), 122,15, 122,20, 122,23, 123,02, 123,05,
112,31, 125,51, 125,58, 125,77, 133,47, 133,52, 133,55, 142,20, 142,25, 142,29, 144,52,
144,56, 144,59 (arom. C), 152,79, 153,05, 153,11, 165,18 (2C), 165,54 (2C), 165,67 (2C) (O-
CO-CHy)

MS (ESI) m/z 1122,2 [M+H]*, 1144,7 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-{N-[ 2,3-di-(acetoxy) phenoxyacetyl] -aminopropyl}-a -D-glucopyranosid
(10 d), Cs2HgsN3024 (1116,0 g/mol)

Einr Losung von 9d (300mg, 0,22 mmoal) in Dichlormethan wurde ene Ldsung aus
BFs-Etherat (33mg, 0,22mmol) in Methanol (0,09ml, 0,22 mmal) hinzugefigt. Die
Reaktionsdauer betrug 20 min. Die Aufarbeitung erfolgte wie oben beschrieben. 10d wurde
aswell¥er Schaum erhalten.

Ausbeute: 201 mg (82 %)

[a]p?° = +26,2 (c = 4,3, Methanol)

'H-NMR (CDCh): 1,7- 1,77 (m, 6H, -CHy-), 2,26 - 2,33 (m, 18H, CCHs), 3,10-3,79 (m,
18H), 3,32 (s, 3H, a- OCHj3), 4,55 (CO-CH,-0), 4,58 (CO-CH,-0),4,58 (CO-CH,-0), 4,69 (d,
J=3,4, 1H, H1), 6,79- 6,87 (m, 3H, benzyl. H), 6,96- 7,04 (m, 3H, NH), 7,24 - 7,34 (m,
6H, benzyl. H)

13C-NMR (CDCl): 20,51 (-CHs), 29,67, 29,99 (2C) (-CH>-), 36,26, 36,34, 37,09 (CH2-NH),
54,93 (a-OCHg), 61,46 (C-6), 67,53, 67,59, 67,94 (O-CH»-CO), 68,33, 68,87 (O-CH>-), 70,70
(C-4), 71,13 (O-CHy-), 77,47 (C-2), 80,61 (C-5), 81,64 (C-3), 97,58 (C-1), 110,01, 110,14,
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110,53, 116,30, 116,33, 116,39, 126,50, 126,58, 126,96, 131,95, 131,99, 132,08, 143,51,
143,53, 143,55 (arom. C), 150,01, 150,11, 150,23 (CO-NH), 167,62, 167,70, 167,85, 168,09,
168,14, 168,22 (CO-CHs)

MS (ESI) m/z 1138,8 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ N-(8-methoxycar bonyl oxy-2,4-di oxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-3-
yl-acetyl)-3-aminopropyl] -a-D-glucopyranosid (10 e), Cs2Hs6NsO27 (1197,1 g/mol)

Andog zu 10a wurde ene Losung von 9e (300mg, 0,21 mmol) in Dichlormethan mit
BFs-Etherat (30mg, 0,21 mmol) in Mehanol (0,09ml, 021 mmol) vesezt. Die
Resktionszeit betrug ca. 20 min. Die Aufarbeitung erfolgte wie oben beschrieben.

Ausbeute: 125 mg (50 %)

'H-NMR (CDCk): 1,6- 1,75 (m, 6H, -CH,-), 3,05- 3,84 (m, 20H), 3,27 (s, 3H, a-OCHy),
3,79 (s, 3H, OCHzs), 3,82 (s, 3H, OCHs), 3,85 (s, 3H, OCHjg), 4,43 - 4,53 (m, 3H), 4,70 (d,
J=3,2, 1H, H-1), 50 (m, 1H), 6,9- 7,1 (m, 3H, NH), 7,1- 7,25 (m, 3H, arom. H), 7,3- 7,5
(m, 3H, benzyl. H), 7,7-7,9 (m, 3H, arom. H)

13C-NMR (CDCk): 29,80, 30,06, 30,22 (CH,-), 37,46, 37,94, 38,37 (CH,-NH), 43,37,
44,90, 44,92 (O-CH.-N), 53,85 (@-OCHs), 55,42, 56,59, 56,66 (OCHg), 61,79 (C-6), 69,33,
70,81 (O-CHy-), 71,33 (C-4), 71,82 (O-CH,-), 78,09 (C-2), 80,83 (C-5), 81,65 (C-3), 97,79
(C-1), 115,57, 115,83, 115,89, 125,76, 126,06, 126,21, 129,63, 129,93, 130,08, 137,24,
138,20, 138,38, 144,78, 145,09, 145,11 (arom. C), 147,09, 147,34, 147,46, 159,74, 160,12,
160,18, 164,38, 165,13, 165,26, 166,60

MS (ESI) m/z 1219,9 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-{N-[ (2,3-dihydroxybenzoyl)glycyl] -3-aminopropyl }-a -D-glucopyranosid
(10 f), C43Hs6NgO1s, (944,96 g/mol)

Analog der Resktion von 10a wurde ener Losung von 9f (330 mg, 0,27 mmol) in 100 ml
Dichlormethen eine LOosung von BFs-Etherat (39 mg, 0,27 mmol) in Methanol (0,12 ml,
0,21 mma) hinzugefiigt. Die Resktionszeit betrug ca 25 min. Die Aufabetung efolgte wie
oben beschrieben.

Ausbeute: 160 mg (40 %)

[a]p?° = +32,0°(c = 7,75, Methanol)

'H-NMR (DMSO-dg): 1,39 - 1,73 (m, 6H, -CH,-), 2,95 - 4,43 (m, 27H, 6x CH 2-6, 3x OCH,-,
3x CO-CH3-N, 3x CH»-N, O-CHy), 4,73 (d, 1H, J= 3,2, H-1), 6,42 - 6,71 (m, 6H, arom. CH),
6,83- 7,31 (m, 3H, arom. CH), 7,93 (br, 3H, NH), 8,34 (3H, NH), 8,64 (br, 3H, arom. OH),
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12,34 (br, 3H, arom. OH)

13C-NMR (DMSO-dg): 29,84, 30,01, 30,12 (-CH,-), 35,95, 36,15, 36,35, (-CHx-N-), 42,39,
42,46, 42,50 (CO-CH,-N), 54,35 (O-CHjs), 60,20 (C-6), 67,86, 69,79, 70,65 (O-CH,-), 71,34,
77,49, 79,99, 81,31 (C-2-5), 96,98 (C-1), 109,77, 110,47, 110,84, 112,89, 113,51, 113,87,
116,09, 116,37, 116,96, 117,25, 117,70, 118,01 (arom. C), 150,19, 150,77, 151,35, 151,85,
151,99, 152,75 (arom. C-OH), 164,89, 165,13, 165,76 (CO), 168,73, 168,91, 168,32 (CO)

MS (ESI) m/z 945,4 [M+H]", 967,6 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-{N-[ N-(2,3-dihydroxybenzoyl)-b-alanyl] -3-aminopropyl}-a -D-gluco-
pyranosid (10 g) C4sHs2NsO1s (987,04 g/mol)

9g (1,29, 0,8 mmoal) wurde zu 2 M Natronlauge (20 ml), welche zuvor 10 min mit Stickstoff
gespult wurde, gegeben. Die Resktionsmischung wurde 1 h be Raumtemperatur gerthrt und
mit 1N HCl neutrdisert. Dabe fid en grauer Feststoff aus, der abfiltriet und mit Wasser
gewaschen wurde. Der Rickstand wurde in Essigester gel6st und mit geséttigter NaClLésung
und Wasser gewaschen, Uber NaSO, getrocknet, filtriert und das Losungamittel abdedtilliert.
Das eahdtene Methyl-2,3,4-tris-O-{ N-[N-(2,3-dihydroxybenzoyl)- b - danyl] -aminopropyl} - 6-
O-trityl-a -D-glucopyranosd (620 mg, 63 %) wurde in Dichlormethan (40 ml) gdést und be
Raumtemperatur mit BF3-Etherat (72 mg, 0,5mmol) in Methanol (0,2 ml) versatzt. Man lief3
0 lange rihren, bis das intermediae Produkt im Dinnschichtchromatogramm (Chloroform:
Essgester-Essgsiure = 3:1:0,5; Rf=0,15) nicht mehr zu beobachten war (ca. 40 min). Durch
Zugabe von Wasser wurde die Resktion beendet. Die organische Phase wurde mit geséttigter
NaCl-Losung gewaschen, Uber NaSO, getrocknet, filtriet und das Lésungsmitte  verdampft.

Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte tber eine HPLC. Man erhielt einen weil3en Schaum.

Ausbeute: 230 mg (29 %)

[a]p?° = +28,6°(c = 9,2, Methanol)

'H-NMR (CDCh): 1,54 - 1,74 (m, 6H, -CH,-), 2,4- 2,6 (m, 6H, CHzN), 2,9- 3.9 (m, 24 H),
3,32 (s, a-OCHs), 3,34 (s, 6H, CHaNH), 3,39 (s, 6H, CH,-CO), 4,8 (d, J=34, H-1),
6,51 - 6,90 (m, 6H, NH), 6,97 - 7,23 (m, 9H, arom. H)

BC-NMR (CDCh): 29,96, 30,15, 30,32 (CH,-), 37,23, 37,74, 39,31 (CH,-NH), 43,58,
43,75, 43,62 (CH»-NH), 55,32 (@ OCHjs), 62,98 (C-6), 70,19 (O-CH2-), 70,69 (C-4), 71,07,
71,23 (O-CH,-), 76,70 (C-2), 77,68 (C-5), 78,19 (C-3), 86,65 (CPhs), 97,38 (C-1), 117,5,
119,02, 119,09, 119,16, 119,32, 119,56, 127,13, 127,87, 128,74, 128,82, 129,21, 129,52
(arom. C), 165,77, 168,33, 168,87 (CH,-CO-NH), 170,84, 170,92, 172,84 (CO-NH)

MS (ESI) m/z 987,5 [M+H]", 1009,9 [M+Na]*
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Methyl-2,3,4-tris-O-[ 2-(carboxymethyl)ethyl] -a - D-glucopyranosid (14) C19H32012
(452,46 g/mol)

Zunéchst wurde 7 (500 mg, 0,84 mmol) mit gesittigter methanolischer HCHLOsung (20 mil)
zu 13 vesaft. Die Losung wurde 15h gerthrt, das Losungsmittd im Vakuum entfernt und
das Rohprodukt in CH,Cl, aufgenommen. Es wurde mit H,O und geséttigter NaHCOs
gewaschen, Uber NaSO4 getrocknet und das Lésungsmittel abrotiert. Das Rohprodukt wurde
Uber en Kiesdgdsiule chromatographiet (LM: Essgsiuregthylester-Hexan viv 5:2).
Rf = 0,25.

Ausbeute: 250 mg (66 %)

MS (ESI) m/z 453,8 [M+H]*, 876,0 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 2-(2,3-dihydr oxybenzylidenhydraz nocar bonyl)ethyl] -a - D-gluco-
pyranosid (15 &) Cz7H44NeO15 (812,79 g/mol)

Zu der Lésung von 14 (100 mg, 0,22 mmol) in Wasser (0,5 ml) wurde Hydrazinhydrat (80 %,
0,5ml) gegeben. Die Mischung wurde 1h unter Rickfluss erhitzt und anschliel®end das
Lésungamittel  verdampft. Der Rickstand wurde in Essgséure (2 ml) aufgenommen und mit
2,3-Dihydroxybenzaldehyd (138 mg, 0,53 mmol) versstzt. Die LOsung wurde erneut 2 h unter
Ruckfluss erhitzt. Das Rohprodukt wurde abfiltriert, mit Wasser séurefrei gewaschen und in
Diethylether gdlost. Man trocknet Uber N&SOs, filtriert @b und verdampft das Losungsmittd.
Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte Uber eine HPLC. Man erhdt 15a ds enen weil3en
Schaum.

Ausbeute: 90 mg (50 %)

'H-NMR (DMSO-dg): 2,45 - 2,49 (m, 4H, CH,CO), 2,82 - 2,97 (m, 2H, CH,CO), 3,22 - 3,25
(m, 4H, a- OCHgs, CH), 3,34 - 3,48 (m, 8H, OCH,, CH) 3,82 - 3,89 (m, 3 H), 4,74 (d, J= 3,0,
1H, H1), 6,65- 7,11 (m, 9 H, arom. H), 8,28 (d, J= 3,2, 3H, =CH-), 9,11 (br, 3H, GOH),
9,37 (br, 3H, C-OH), 11,61 - 11,67 (3s, 3H, NH)

13C-NMR (DMSO-dg): 35,45 (2C, COCH,), 35,73 (COCH,), 54,31 (a- OCHsz), 60,06 (C-6),
67,88 (2C, O-CHy), 68,53 (O-CHy), 71,16 (C-5), 77,38 (C-2), 80,27 (C-4), 81,35 (C-3), 97,03
(C-1), 116,57 — 122,68 (9C, arom. C), 141,93 (3C, arom. C), 145,52, 145,93 (arom. C-OH),
147,52 (3C, CHN), 172,04 (CO)

MS (ESI) m/z 813,3 [M+H]*, 835,5 [M+Na]*
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Methyl-2,3,4-tris-O-{ 2-[ 2,3-di(methoxycar bonyl oxy)benzylidenhydrazinocarbonyl] ethyl }-a -
D-glucopyranosid (15 b) CagHs6NsO27 (1161,02 g/mol)

Die Verbindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 15a aus 14 und 2,3-Di-(methoxy-
carbonyloxy)benzal dehyd [nach Rosenmund, 1926] hergestellt. Man erhdt ein farbloses Ol
Ausbeute: 70 mg (54 %)

[a]p?° = +24,6 (c = 7,5, Methanol)

'H-NMR (DMSO-de): 2,45 - 2,49 (m, 4H, CH,CO), 2,82 - 2,97 (m, 2H, CH,CO), 3,22 - 3,27
(m, 21H, a-OCHpg), 3,34 - 3,89 (m, 6H) 3,88 (d, J= 3,0, 1H, H-1), 6,83 - 7,43 (m, 9 H, arom.
H), 8,73 (d, J= 3,2, 3H, =CH-), 11,34 - 11,53 (3s, 3H, NH)

13C-NMR (DMSO-ds): 35,41 (2C, COCHy), 35,70 (COCHy>), 54,25 (a- OCHs), 60,45 (C-6),
67,76 (2C, O-CH,), 68,13 (O-CH,), 71,05 (C-5), 77,46 (C-2), 80,27 (C-4), 81,35 (C-3), 97,03
(C-1), 116,98 — 123,68 (9C, arom. C), 141,87 (3C, arom. C), 143,52, 143,93 (arom. C-OH),
147,49 (3C, CHN), 172,25 (CO)

MS (ESI) nvz 1161,8 [M+H]", 1184,2 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tri-O-[ 2-(carboxymethyl)methyl] - a-L-rhamnopyranosid ~ (16),  CigH32011
(436,46 g/mol)

1,072 g (6,02 mmol) Methyl-a-L-rhamnopyranosd wurde unter Rihren be -10 °C mit 50 L
BFs-Etherat und 2379g (22ml) Diazoessgedter versetzt. Nach Beendigung der
No-Entwicklung (ca. 2 h) wurde die Lésung mit dest. Wasser versetzt und die wassrige Phase
mit Diethylether extrahiert. Nach dem Trocknen Uber N&SO, wurde die etherische Losung
eingeengt. Der Rickstand wurde Uber eine Kiesdgelsaule mit Essgsiurethylester-Hexan 2:1
(viv) chromatographisch getrennt. Es traten zwel Hauptfraktionen (A: Rf=0,86 und B:
Rf = 0,75) auf. Das gewtinschte Produkt A konnte als farbloses Ol gewonnen werden.

Ausbheute: 512 mg (19 %)

13C-NMR (CDCl): 16,82 (3C, CHs), 55,01 (CHs), 57,45 (a- OCHs), 67,55 (C-5), 67,72 (O-
CHy), 69,07 (O-CH,), 69,32 (3C,-CH,), 70,85 (O-CH,), 76,39 (C-4), 78,99 (C-3), 81,11 (C-
2), 97,98 (C-1), 170,59 (3CO)

MS (ESI) m/z 454,3[M+NHg4]", 459,2 [M+Na]*
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Methyl-2,3,4-O-Tris-[ 2-(2,3-di-(methoxycar bonyl oxy) benzylidenhydrazinocar bonyl )methyl] -
a-L-rhamnopyranosid (18), CasHs0NsO26 (1102,94 g/mol)

400 mg (0,92 mmol) der Vebindung 16 wurden mit 1652 mg Hydrazinhydrat versetzt und
2 h unter Rihren bis zum Seden erhitzt. Die Beendigung der Resktion erfolgte durch Zugabe
von dest. Wasser. Das Produkt wurde mit Diethylether ausgeethert und das Losungsmittel
entfernt.

Die Resktion wurde massenspektrometrisch kontrolliert: M, =394,39 g/mol

MS (ESI) m/z 395,2 [M+H]", 403,2 [M+NH,4]", 417,3 [M+Na]"

100 mg (0,25 mmoal) dieses Rohprodukt (17) wurden in 3 ml Eisessig gdost und mit 250 mg
2,3-Dimethoxycarbonylbenza dehyd (0,98 mmoal) versetzt und 0,5 h zum Sieden erhitzt.

Ausbeute: 56 mg (20 %)

'H-NMR (CDCly): 2,05 (s, 3H, CHs), 3,32 (m, 1H, H-5), 3,67 (s, 3H, a-OCHs), 3,87 - 3,94 (s,
3H, a-OCHa), 4,16 - 4,28 (m 3H, H-2-4), 4,65 (d, J= 3,2, 1H, H-1), 7,26 - 7,45 (m, 3H, arom.
H), 7,54 - 7,57 (m, 3 H, arom. H), 7,76 - 7,93 (m, 3 H, arom. H), 8,31 (d, J= 3,2, 3H, =CH-),
8,69 (d, J= 3,2, 3H, =CH-), 8,75 (3H, =CH-), 9,21, 9,91, 9,97 (3s, 3H, NH)

13C-NMR (CDCl): 20,45 (CHs, C-6), 53,04 @- OCHs), 56,04, 55,84, (6 OCHs), 67,90
68,3(0OCH,CO0), 67,76 (O-CHy), 68,32 (O-CH,), 69,78 (O-CHy), 70,14 (O-CH), 71,05 (C-5),
70,52, 81,49, 82,79 (C-2-4), 98,71 (C-1), 119,5-129,6 (9C, arom. C), 140,95 (3C, arom. C),
142,94, 143,36 (6 arom. GO), 152,75, 153,05, 156,70 (3C, CHN), 165,35, 165,79, 166,32
(3CO), 169,17, 169,23, 169,69 (6CO), 171,59, 171,65, 171,96 (6CO)

MS (ESI) m/z 11035 [M+H]*, 1125,4 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-(3-aminopropyl)-6-O-trityl-a-D-galactopyranosid ~ (20), Cs5H49N30s,
(607,8 g/moal)

Die Verbindung wurde nach der Vorschrift fir das entsprechende Derivat des Methyl-a-D-
glucopyranosds 8 hergestellt. Man erhdt einen weil3en Schaum.

Ausbeute: 1,2 g (60 %)

[a]p?° = + 48,4 (c = 10,0, Methanol)

'H-NMR (CDCh): 1,76- 1,88 (m, 6H, -CH-), 245 (m, 2H, CHx-NH,), 2,82 (m, 4H,
CH2-NHyp), 3,12 (dd, J=7,4, 9,4, 1H), 3,29 - 3,38 (m, 3H), 3,47 (s, 3H, a-OCHj3), 3,66 (m,
1H), 3,74 (m, 6H, O-CHg), 4,02 (m, 1H), 4,87 (d, J= 3,3, 1H, H-1), 7,21 - 7,33 (m, 9H, arom.
H), 7,44 - 7,51 (m, 6H, arom. H)
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3C-NMR (CDCl): 33,64, 33,83, 33,98, (CH-), 39,41, 39,42, 39,56 (CHa-NHy), 55,09
(a-OCHs), 62,71 (C-6), 68,97 (O-CH,-), 69,29 (C-4), 70,95 (O-CHy-), 75,70 (C-2), 77,19
(C-5), 78,62 (C-3), 87,11 (CPhs), 98,21 (C-1), 127,04, 127,93, 128,77, 143,96 (arom. C)

MS (ESI) m/z 608,3 [M+H]", 646,1 [M+K]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ N-(2,3-di(acetoxy)benzoyl)-3-aminopropyl] -6-O-trityl-a - D-gal acto-
pyranosid (21), CsgH73N302; (1268,4 g/mol)

Die Verbindung wurde nach der Vorschrift fir das entsprechende Derivat des Methyl-a-D-
glucopyranosds 9a hergestdlt. Zu ener Lésung von 20 (1,29, 2mmol), TEA (2,7 ml,
20mmol) und DMAP (6mmol) in absolulem THF (50ml) wurde ene Losung von
2,3-Diacetoxybenzoylchlorid (3,1 g, 12 mmad) in absolutem Tetrahydrofuran be —15°C unter
Stickstoffatmosphére gegeben. Die Resktionsmischung wurde 1h bae 0°C und 4h be
Raumtemperatur gerthrt. Nach der Ublichen Aufarbeitung und Reinigung Uber die HPLC
erhd8lt man einen weil3en Schaum.

DC (3:1:0,5 Chloroform-Essgester-Essigsaure): Rf = 0,47

Ausbeute. 1,1 g (40 %)

[a]p®° = +12,0 (c = 5,0, Methanol)

'H-NMR (CDCk): 1,46 (m, 2H, CHy), 1,77 (m, J=6,3, 6,1, 4H, CH,), 2,23-2,28 (m, 18H,
COCHs3), 3,12 (m, 2H, CH,NH), 3,25-3,77 (m, 15 H, CHaNH, OCH,, CH), 4,11 (m, 1H,CH),
4,86 (d, J= 3,2, 1H, CH), 6,46 (m, 1H, NHCO-), 6,83 (m, 1H, NHCO), 6,89 (m, 1H, NHCO),
7,16-7,48 (m, 24 H, arom. H)

13C-NMR (CDCl): 20,44, 20,49 (CO-CHs), 29,54, 29,62, 29,86 (-CH,-) 37,86, 37,95 (-CH,-
NH) 54,64 (a-OCHs) 62,25 (C-6), 69,07 (C-4), 70,12, 71,06, 71,74 (O-CH,), 78,50 (C-2),
80,46 (C-5), 81,53 (C-3), 86,31 (CPhs), 98,07 (C-1), 125,44, 128,68, 130,57, 140,14, 140,34,
142,95, 143,03, 143,78 (arom. C), 164,81, 165,03, 165,20 (CO-NH), 167,90, 167,99, 168,1,
168,15, 168,19 (CO-CHg)

MS (ESI) m/z 1290,3 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 4-(N-benzoyl oxy-N-methyl car bamoyl )-n-butyryl] -6-O-trityl-a - D-
glucopyranosid (31 a) CesHe7N3Ong (1178,27 g/moal)

Zu eng Loéung von  Methyl-6-O-triphenylmethyl-a -D-glucopyranosd 4 (500 mg,
1,16 mmal), N-Benzoyloxy-N-methylglutaramid (1,29, 4,53 mmol) und N,N-Dimethylamino-
pyridin (DMAP) (0,1g) in Dichlormethan (100 ml) wurde Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)
(950 mg, 453mmol) be 0°C unter Rihren gegeben. Die Resktionsmischung wurde
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anchlielend 1h be diesr Temperaur und 24h be Raumtemperatur gerihrt. Der
augyefdlene Dicyclohexylharngoff wurde abdfiltriert und die Lésung mit 1N HCl angesduert.
Das Losungsmittd wurde abdedtilliet und der Rickstand in Essgester aufgenommen. Man
wascht mit gesdttigter NaClLosung und Wasser, trocknet Uber N&SOg, filtriet &b und
verdampft das Losungsmittel. Das Rohprodukt wurde Uber eine HPLC-Saule gereinigt. Man
erhdt 31 a dsfarblosen Schaum.

Ausbeute: 700 mg (55 %)

[a]o®° = +52,4 (c = 7,5, Chloroform).

'H-NMR (CDCh): 1,92 - 1,97 (m, 6H, CH,), 2,19 - 2,38 (m, 12H, CH,CO), 3,08 (d, J= 3,7,
2H, H-6), 3,34 (s, 3H, a-OCHs), 3,37 - 3,40 (3s, 9H, NCHj3), 3,85 (dt, J= 3,8, 10,2, 1H, H-5),
4,83 (dd, J=3,7, 10,2, 1H, H2), 4,96 (d, J= 3,2, 1H, H-1), 4,97 (t, J= 10,0, 1H, H-4), 5,33 (t,
J=10,0, 1H, H-3), 7,19 - 7,27 (m, 9H), 7,42 - 7,52 (m, 12H), 6,60 - 7,69 (m, 3H), 8,03 - 8,12
(m, 6H)

13C-NMR (CDCl): 19,17 (CH,-), 19,38 (2C, -CH,-), 30,69 (C, -CH,-CON), 30,84 (2C,
-CH,-CON), 32,71, 32,81, 32,90 (-CH,-COO0), 35,57 (NCHs), 55,00 (a- OCHj3), 62,15 (C-6),
68,49, 68,91, 70,14, 70,96, 86,48 (CPhg), 96,38 (C-1), 126,66-129,88 (30C, arom. C), 134,36
(3C, arom. C), 143,54 (3C, arom. C), 164,18 (3C, COPh), 171,21 (3C, CON), 171,96 (3C,
C00), 172,22 (3C, COO0)

MS (ESI) m/z 1200,9 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 3-(N-benzyl oxy-N-methyl car bamoyl)-n-propionyl] -6-O-trityl-a - D-
glucopyranosid (31 b), Cs2He7N3O15 (1094,24 g/mol)

Die Vebindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 31a aus 4 und N-Benzyloxy-N-
methyl-succinamid hergestd|t. Man erhdt einen farblosen Schaum.

Ausbeute: 900 mg (79 %)

[a]p®° = +49,5 (c = 10,0, Chloroform)

'H-NMR (CDCh): 2,36 - 2,65 (m, 12H, (-CH,-), 3,09 (dd, J=7,0, 9,5, 1H), 3,11, 3,13, 3,14
(s, 9H), 3,3 (dd, J=6,3, 9,5, 1H) 3,34 (s, 3H, a-OCHg), 3,95 (t, J=6,5, 1H), 4,79, 4,83 (2s,
6H, CH,Ph), 4,9 (d, J=3,2, 1H), 5,11 (dd, J=3,5, 10,7, 1H), 5,35 (dd, J= 3,4, 11,8, 1H),
5,52 (d, J=3,1, 1H), 7,18-7,38 (m, 30H)

13C-NMR (CDCh): 27,08, 27,15 (-CH,-CON), 28,47, 28,51, 28,55 {(CH,-COO), 33,63
(N-CHj3), 55,38 (O-CHj3), 61,78 (C-6), 67,55, 67,82, 68,30, 68,68, 76,2 (C-2-5), 76,25
(CH2-Ph), 86,90 (C-Phg), 97,19 (C-1), 127,05-129,29 (30C), 134,60, 143,63, 171,76, 172,04,
172,223 (CO), 173,32 (CON)
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MS (ESI) miz 1112,0 [M+NH,]*, 1117,0 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 4-(N-benzyl oxy-N-methyl car bamoyl)-n-butyryl] -6-O-trityl-a -D-gluco-
pyranosid (31 ¢) CesH73N3015 (1136,32 g/mol)

Die Vebindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 31a aus 4 und N-Benzyloxy-N-
methyl-glutaramid hergestdIt. Man erhdt einen farblosen Schaum.

Ausbeute: 1,02 g (79 %)

[a]o®° = +47,6 (c = 10,0, Chloroform)

'H-NMR (CDCk): 1,56- 1,79 (m, 6H, -CH,-), 2,22-2,37 (m, 12H, -CH,CO), 3,12 (d,
J=3,52H, H6), 3,17, 3,18 (s, 9H, NCHs), 3,44 (s, 3H, a-OCHs), 3,94 (dt, J=2,4, 3,8, 1H,
H-5), 4,79 (s, 2H, CH,Ph), 4,8 (s, 4H, CH,Ph), 4,89 (dd, J= 3,6, 10,2, 1H), 5,0 (d, J=4,5,
1H), 5,05 (t, J= 10,1, 1H), 5,46 (t, J= 9,7, 1H), 7,18 - 7,46 (m, 30H)

13C-NMR (CDCk): 19,44, 19,61, 19,66 (CH,-), 30,89, 31,01, (CH»>-CON), 33,01, 33,12,
33,27 (CH»-CO0), 33,57, 33,68, 33,88 (NCHjs), 55,06 (OCHs), 62,25 (C-6), 68,62 (C-5),
68,96 (C-4), 70,15 (C-3), 71,02 (C-2), 76,19 (CH,-Ph), 86,53 (C-PHz), 96,47 (C-1), 127,05-
129,59 (30C, arom. C), 134,62, 143,67 (arom. C), 171,89, 172,18, 172,42, (CO), 174,25
(CON)

MS (ESI) m/z 1137,0 [M+H]*, 1159,8 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 4-(N-benzoyl oxy-N-methyl car bamoyl)-n-butyryl] -6-O-trityl-a -D-
galactopyranosid (32 a), CesHe7N3O1g (1178,27 g/mol)

Die Verbindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 31 a aus Methyl-6-O-triphenylmethyl-
a-D-gdactopyranosid 19 und N-Benzoyloxy- N-methylglutaramid hergestellt.

Ausbeute: 730 mg (89 %) farbloser Schaum

[a]p®° = +46,7 (c = 10,0, Methanal).

'H-NMR (CDCk): 1,78 - 1,95 (m, 6H, CH,), 2,18 - 2,41 (m, 12 H, CH,CO), 3,03 (dd, J= 7,0,
9,3, 1H, H-6), 3,26 (dd, J=6,3, 9,3, 1H, H6') 3,33 (s, 3H, a-OCHs), 3,38 (s, 3H, NCHs),
3,39 (s, 6H, NCHs), 3,95 (t, J= 6,7, 1H, H-5), 4,89 (d, J= 3,6 H), 4,96 (dd, J= 3,5, 10,6, 1H),
5,26 (dd, J=3,3, 10,7, 1H, H), 546 (d, J=2,4, 1H, H1), 7,22-7,52 (m, 24H, arom. H),
8,05 - 8,08 (m, 6H, arom. H)

BC-NMR (CDCh): 19,09 (-CH»-), 19,43 (2C, -CH,-), 30,77 (2C, -CH,-CON), 30,92
(-CH»-CON), 32,67, 32,78, 32,91 (-CH»-COO0), 35,63 (NCHj3), 55,21 (a-OCHzs), 61,67 (C-6),
67,35, 67,69, 68,28, 68,36, 70,53, 86,81 (CPhg), 96,93 (C-1), 126,68-129,94 (30C, arom. C),
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134,24 (arom. C), 134,39 (2C, arom. C), 143,46 (3C, arom. C), 164,194 (3C, COPh), 171,86
(3C, CON), 171,91(3C, CO), 172,31 ( 3C, CO)
MS (ESI) miz 1178,5 [M+H]", 1201,7 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 3-(N-benzyloxy-N-methyl car bamoyl)-n-propionyl] -6-O-trityl-a -D-
galactopyranosid (32 b), Cs2Hs7N3O15 (1094,24 g/mol)

Die Verbindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 31a aus 19 und N-Benzyloxy-N-
methylsuccinamid hergestd|t. Man erhdt einen farblosen Schaum.

Ausbeute: 1,019 (81 %)

[a]p®° = +46,3 (c = 8,5, Methanol)

'H-NMR (CDCl): 2,36 - 2,65 (m, 12H, -CH,-), 3,09 (dd, J= 7,0, 9,5, 1H), 3,11, 3,13, 3,14 (s,
9H), 3,3 (dd, J=6,3, 9,5, 1H), 3,34 (s, 3H, OCHj3), 3,95 (t, J= 6,5, 1H), 4,79-4,83 (s, 6H), 4,9
(d, J=3,2, 1H), 5,11 (dd, J= 3,5, 10,7, 1H), 5,35 (dd, J= 3,4, 11,8, 1H), 5,52 (d, J= 3,1, 1H),
7,18-7,38 (m, 30H)

13C-NMR (CDCh): 27,08, 27,15 (-CH,-CON), 28,47, 28,51, 28,55 {(CH,-COO), 33,63
(N-CHj3), 55,38 (O-CHg), 61,78 (C-6), 67,55, 67,82, 68,30, 68,68, 76,2 (4C), 76,25 (CH,-Ph),
87,21 (C-Phg), 98,75 (C-1), 127,05-129,29 (30C, arom. C), 134,60, 143,63, 171,76, 172,04,
172,22 (CO0), 173,32 (CON)

MS (ESI) m/z 1094,8 [M+H]", 1117,8 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 4-(N-benzyl oxy-N-methyl carbamoyl)-n-butyryl] -6-O-trityl-a -D-gal acto-
pyranosid (32 ¢), CesH73N3015 (1136,32 g/mol)

Die Verbindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 31a aus 19 und N-Benzyloxy-N-
methylglutaramid hergestellt. Man erhdt einen farblosen Schaum.

Ausbeute: 980 mg (75 %)

[a]p®° = +47,4 (c = 5,0, Methanol)

'H-NMR (CDCk): 1,56- 1,79 (m, 6H, -CH,-), 2,22- 2,37 (m, 12H, -CH,CO), 3,12 (d,
J=35, 2H, H6, 6'), 3,17, 3,18 (S, 9H, NCHs), 3,44 (s, 3H, a-OCHs), 3,94 (dt, J=2,4, 3,8,
1H, H-5), 4,79 (s, 2H, CH,Ph), 4,8 (s, 4H, CH,Ph), 4,89 (dd, J= 3,6, 10,2, 1H), 5,0 (d,
J=45, 1H), 5,05 (t, J= 10,1, 1H), 5,46 (t, J= 9,7, 1H), 7,18 - 7,46 (m, 30H)

13C-NMR (CDCk): 19,44, 19,61, 19,66 (CH.-), 30,89 31,01, (CH,-CON), 33,01, 33,12,
33,27 (CH»-COO0), 33,57, 33,68, 33,88 (NCH;z), 55,06 (OCHs), 62,25 (C-6), 68,62 (C-5),
68,96 (C-4), 70,15 (C-3), 71,02 (C-2), 76,19 (CH,-Ph), 86,53 (C-Phs), 96,47 (C-1),
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127,05 - 129,59 (30C arom. C), 134,62, 143,67 (arom. C), 171,89, 172,18, 172,42, (CO),
174,25 (CON)
MS (ESI) miz 1136,7 [M+H]", 1158,8 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 4-(N-benzoyl oxy-N-methyl car bamoyl )-n-butyryl] -a -D-glucopyranosid
(33 @), Cy6Hs3N3015 (935,94 g/moal)

Zu eneg Losung von 3la (350 mg, 0,3mmoal) in Dichlormethan (50 ml) wurde BFs-Etherat
(90mg, 0,6 mmol) be Raumtemperatur gegeben. Der Fortgang der Reektion wurde Uber
Diinnschichtchromatographie (Laufmitte: Chloroform-Essgester-Essgsiure = 3:1:0,5)
Uberprift. Nach Beendigung der Reektion (ca 40min) wurde Wassr hinzugefigt. Die
organische Phase wurde mit gesdttigter NaCl-Losung gewaschen, Uber NaSO, getrocknet
und das Losungamittel abdedtilliert. Der Rickstand wurde Uber eine HPLC-Saule geranigt.
Man erhdlt einen weil¥en Schaum.

Ausbeute: 570 mg (70 %)

[a]p?° = +49,8 (c = 8,0, Chloroform)

'H-NMR (CDCk): 1,78- 1,90 (m, 12H, CHy), 2,21 - 2,35 (m, 12 H, CH,CO), 3,30 (s, 6H,
NCHa), 3,32 (s, 3H, NCHs), 3,34 (s, 3H, a-OCHg), 3,53—-3,69 (m, 3H, H-5, H-6, H-6),4,87
(d, =37, 1H, H-1), 5,05 (dd, J=3,6, 10,2, 1H, H4), 5,32 (t, J=11, 1H, H2), 542 (t,
J=9,8, 1H, H3), 7,45- 7,50 (m, 6H, arom. H), 7,61 - 7,63 (m, 3H, arom. H), 8,01 - 8,05 (m,
6H, arom. H)

13C-NMR (CDCk): 19,17, 19,29, 19,38 (-CH,-), 30,67 (2C, -CH,-CON), 30,75 30,77
(-CH,-CON), 32,75 (2C, -CH,-COO0), 32,86 (-CH,-COO0), 3557 (3C, NCHsz) 55,21
(a-OCHs), 60,75 (C-6), 68,67, 69,18, 69,58, 70,88, 96,60 (C-1), 126,52 (3C, arom. C), 128,79
(6C, arom. C), 129,87 (6 C, arom. C), 134,38 (3C, arom. C), 164,17 (3C, COPh), 171,95 (3C,
CON), 172,14 (3C, CO), 172,53 ( 3C, COO0)

MS (ESI) m/z 936,3 [M+H]*, 958,7 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 3-(N-benzyl oxy-N-methyl car bamoyl)-n-propionyl] -a -D-glucopyranosid
(33 b), CazHs3N3015 (851,91 g/moal)

Die Verbindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 33 a aus 31 b hergestelt. Man erhdt
einen farblosen Schaum.

Ausbeute: 389 mg (49 %)

[a]p?° = +48,2 (c = 8,3, Chloroform)
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IH-NMR (CDCk): 2,28- 2,42 (m, 12H, -CH,-), 3,14 (s, 3H, N-CHs), 3,16 (s, 6H, NCHs),
3,32 (s, 3H, O-CHs), 3,55- 3,64 (m, 2H, H-6, 6'), 3,72 (dt, J= 2,6, 9,8, 1H, H-5), 4,79, 4,80,
4,81 (s, 6H, -CHo-Ph), 4,85 (d, J=3,5, 1H, H-1), 4,9 (d, J= 3,4 1H, H-3), 5,0 (t, J= 9,5, 1H),
55 (t, J=9,2, 1H), 7,3 - 7,45 (m, 15H, arom. H)

13C-NMR (CDCk): 19,52, 19,58, 19,73 (-CH,-), 30,93, 31,02 (CO-CH,-), 33,07, 33,18, 33,26
(-CH,-CON), 33,54 (-N-CHs), 55,29 (OCHs), 60,86 (C-6), 68,73 (C-5), 69,31 (C-2), 69,59
(C-3), 69,96 (C-4), 76,18 (O-CHy-), 96,75(C-1), 128,65, 128,88, 128,92, 129,22, 134,47
(arom. C), 172,76 (CON), 174,01 (CO).

MS (ESI) m/z 852,3 [M+H]*, 874,2 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 4-(N-benzyl oxy-N-methyl carbamoyl)-n-butyryl] -a -D-glucopyranosid

(33 ¢), Cs6Hs9N3015 (893,99 g/mol)

Die Vebindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 33a aus 31 c (Resktionszeit 1 h)
hergestd|t. Man erhdt einen farblosen Schaum.

Ausbeute: 540 mg (70 %)

[a]p®° = +45,6 (c = 10,0, Chloroform)

'H-NMR (CDCh): 1,77 - 1,89 (m, 6H, -CHy-), 2,22 - 2,44 (m, 12H, -CH,-), 3,13 (s, 3H, N-
CHs), 3,16 (s, 6H, NCHg), 3,34 (s, 3H, OCHs), 355- 3,69 (m, 2H, H6, HE'), 3,7 (dt,
J=2.3, 10, 1H, H5), 4,79, 4,80, 4,81 (s, 6H, -CH»-Ph), 4,85 (d, J=3,6, 1H, H1), 4,9 (d,
J=341H,H2),50(,J=9,7, 1H, H-4),55 (t, J=9,1, 1H, H-3), 7,3 - 7,4 (m, 15H, arom. H)
13C-NMR (CDCk): 19,52, 19,58, 19,73(-CH,-), 30,93, 31,02 (OCO-CH,-), 33,07, 33,18,
33,26 (-CH,-CON), 33,54 (-N-CHgs), 55,29 (OCHjs), 60,86 (C-6), 68,73 (C-5), 69,31 (C-2),
69,59 (C-3), 69,96 (C-3), 76,18 (O-CH,-), 96,75 (C-1), 128,65, 128,88, 128,92, 129,22,
134,47 (arom. C), 172,16, 172,37, 172,76 (CON), 174,01 (CO)

MS (ESI) m/z 894,8 [M+H]*, 916,9 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 3-(N-hydroxy-N-methyl car bamoyl)-n-propionyl] -a -D-glucopyranosid
(33 d), Co2H35N3015 (581,54 g/mol)

33b (150 mg, 0,18 mmoal) wurde in Methanol (50 ml) gelost und 2h Uber Pd/C (10 %, 20 %
w/w) bei Raumtemperatur und unter Atmosphéarendruck hydriert. Man erhilt ein gelbes Ol
Ausbeute: 92 mg (88 %)

[a]p?°=+59,0 (c = 10,0, Methanol)
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IH-NMR (CDsOD): 2,60 - 2,77 (m, 12H, CH,), 3,19 (s, 3H, NCHs), 3,26 (s, 6H, NCH), 3,42
(s, 3H, O-CHa), 4,07 (t, J=6,0, 1H), 4,11 (d, J=2,1, 1H), 4,25 (d, J=5,5, 1H), 4,9 (d,
J=35, 1H), 5,24 (dd, J= 2,7, 10,8, 1H), 5,28 (dd, J= 3,5, 10,3, 1H)

13C-NMR (CDs0D): 28,10 (-CH,-CON), 29,62 (CO-CH,-), 36,33 (-N-CHs), 55,73 (a-OCHs),
64,54 (C-6), 68,35 (C-5), 69,44 (C-2), 69,99 (C-3), 70,43 (C-4), 98,62 (C-1), 173,89 (NCO),
174,17 (OCO);

MS (ESI) miz 582,4 [M+H]", 604,2 [M+Na]*

Elementarandyse: C H N
ber. 4544 6,07 7,23
oef. 4529 6,21 7,19

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 4-(N-hydr oxy-N-methyl car bamoyl)-n-butyryl] -a -D-glucopyranosid
(33e), C25Ha1N3045 (623,62 g/moal)

Die Vebindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 33d aus 33 c¢ (Resktionszeit 3 h)
hergestelt. Man erhdt ein gelbes Ol.

Ausbeute: 210 mg (75 %)

[a]p?° = +64,0 (c = 10, Methanol)

'H-NMR (CDsOD): 1,55 - 1,74 (m, 6H, CH,), 2,60-2,77 (m, 12H, CHy), 3,19 (s, 3H, NCHs),
3,26 (s, 6H, NCHs), 3,42 (s, 3H, a-OCHs), 4,07 (t, J= 6,0, 1H), 4,11 (d, J= 2,1, 1H), 4,25 (d,
J=5,5, 1H), 4,9 (d, J= 3,5, 1H), 5,24 (dd, J= 2,7, 10,8, 1H), 5,28 (dd, J= 3,5, 10,3, 1H)
13C-NMR (CDs0D): 28,10 (-CH,-CON), 29,62 (CO-CH,-), 36,33 (-N-CHs), 55,73 (a-OCHs),
64,54 (C-6), 68,35 (C-5), 69,44 (C-2), 69,99 (C-3), 70,43 (C-4), 98,62 (C-1), 173,89 (NCO),

174,17 (OCO)

MS (ESI) m/z 624,5 [M+H]*

Elementarandyse: C H N
ber. 4815 6,63 6,74
oef. 48,02 6,72 6,72

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 4-(N-benzoyl oxy-N-methyl car bamoyl)-n-butyryl] -a -D-gal actopyranosid
(34 @), Ca6Hs3N3015 (935,94 g/mol)

Die Vebindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 33a aus 32 a (Resktionszeit 1,5 h)
hergestdIt. Man erhdt einen farblosen Schaum.

Ausbeute: 520 mg (89 %)

[a]p?° = +49,0 (c = 10,0, Methanol)
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'H-NMR (CDCh): 1,86- 1,97 (m, 6H, CHy), 2,21- 2,44 (m, 12 H, CH,CO), 3,30 @, 3H,
a-OCHzs), 3,34 (s, 3H, NCHj3), 3,36 (s, 6H, NCHs), 3,48 (dd, J=6,8, 11,5, 1H, H6), 3,54
(J=6,6, 11,5, H6"), 3,94 (t, J=6,6 1H, H5), 4,90 (d, J=3,4, 1H, H1), 5,05 (dd, J= 3,6,
10,6, 1H, H2), 5,25 (dd, J= 3,3, 10,6, 1H, H-4), 5,37 (t, J= 3,0, 1H, H-3), 7,45 - 7,52 (m, 6H,
arom. H), 7,60 - 7,67 (m, 3H, arom. H), 8,03 - 8,07 (m, 6H, arom. H)

13C-NMR (CDCk): 19,19 (CH-), 19,37 (2C, -CH,-), 30,77 (2C, -CH»-CON), 30,78
(-CH, CON), 32,73 (-CH,-CO0), 32,87 (-CH,-C00), 32,92 (-CH,-COO0), 35,59 (3C, NCHs)
55,30 (@a-OCHj3), 60,50 (C-6), 67,58, 68,34, 68,49, 68,59 (C-2-5), 97,04 (C-1), 126,59 (3C,
arom. C), 128,78 (6C, arom. C), 129,92 (6 C, arom. C), 134,43 (3C, arom. C), 164,21 (3C,
COPh), 171,86 (3C, CON), 172,34 (3C, COO0), 172,95 ( 3C, COO)

MS (ESI) m/z 936,5 [M+H]*, 958,8 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 3-(N-benzyl oxy-N-methyl car bamoyl)-n-propionyl] -a -D-gal acto-
pyranosid (34 b), C43Hs53N30;5 (851,91 g/mol)

Die Vebindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 34a aus 32b (Resktionszeit 1 h)
hergestd|t. Man erhdt einen farblosen Schaum.

Ausbeute: 140 mg (53 %)

[a]p®° = +48,4 (c = 10,0, Methanol)

'H-NMR (CDCh): 1,86- 1,97 (m, 6H, -CH>-), 2,21 - 2,44 (m, 12 H, -CH,-CO), 3,30 (s, 3H,
a-OCHzs), 3,34 (s, 3H, NCHj3), 3,36 (s, 6H, NCHs), 3,48 (dd, J=6,8, 11,5, 1H, H6), 3,54
(J=6,6, 11,5, H6'), 3,94 (t, J=6,6, 1H, H5), 4,90 (d, J= 3,4, 1H, H1), 5,05 (dd, J= 3,6,
10,6, 1H, H2), 5,25 (dd, J= 3,3, 10,6, 1H, H-4), 5,37 (t, J= 3,0, 1H, H-3), 7,45 - 7,52 (m, 6H,
arom. H), 7,60 - 7,67 (m, 3H, arom. H), 8,03 - 8,07 (m, 6H, arom. H)

13C-NMR (CDCk): 19,19 (CH,-), 19,37 (2C, -CH,-), 30,77 (2C, -CH,-CON), 30,78
(-CH,-CON), 32,73 (-CH»-C00), 32,87 (-CH,-CO0), 32,92 (-CH,-CO0), 35,59 (3C, NCHs)
55,30 (a- OCHj3), 60,50 (C-6), 67,58, 68,34, 68,49, 68,59, 98,04 (C-1), 126,59 (3C, arom. C),
128,78 (6C, arom. C), 129,92 (6 C, arom. C), 134,43 (3C, arom. C), 164,21 (3C, COPh),
171,86 (3C, CON), 172,34 (3C, C0O0), 172,95 ( 3C, COO0)

MS (ESI) m/z 852,4 [M+H]"* 874,3 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 4-(N-benzyl oxy-N-methyl carbamoyl)-n-butyryl] -a -D-gal actopyranosid
(34 c), CasHs9N3015 (893,99 g/mal)

Die Vebindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 33a aus 32 c (Resktionszeit 2 h)
hergestellt. Man erhdt enen farblosen Schaum.
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Ausbeute: 360 mg (47 %)

[a]p?° = +47,1 (c = 5,0, Methanol)

'H-NMR (CDCh): 1,86- 1,97 (m, 6H, -CH>-), 2,21 - 2,44 (m, 12 H, -CH,-CO), 3,30 (s, 3H,
a-OCHs), 3,34 (s, 3H, NCHj3), 3,36 (s, 6H, NCHs), 3,48 (dd, J=6,8, 11,5, 1H, H6), 3,54
J=6,6, 11,5, H6'), 3,94 (t, J=6,6 1H, H5), 4,90 (d, J= 3,4, 1H, H1), 5,05 (dd, J= 3,6,
10,6, 1H, H2), 5,25 (dd, J= 3,3, 10,6, 1H, H-4), 5,37 (t, J= 3,0, 1H, H-3), 7,45 - 7,52 (m, 6H,
arom. H), 7,60 - 7,67 (m, 3H, arom. H), 8,03 - 8,07 (m, 6H, arom. H)

BC-NMR (CDCL): 19,19 (CH,-), 19,37 (2C, -CH,-), 30,77 (2C, -CH,-CON), 30,78
(-CH,-CON), 32,73 (-CH»-C00), 32,87 (-CH,-CO0), 32,92 (-CH,-C00), 35,59 (3C, NCHs)
55,30 (a-OCHzs), 60,50 (C-6), 67,58, 68,34, 68,49, 68,59 (C-2-5), 97,04 (C-1), 126,59 (3C,
arom. C), 128,78 (6C, arom. C), 129,92 (6 C, arom. C), 134,43 (3C, arom. C), 164,21 (3C,
COPh), 171,86 (3C, CON), 172,34 (3C, COO), 172,95 ( 3C, COO)

MS (ESI) m/z 894,6 [M+H]", 916,7 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 3-(N-hydroxy-N-methyl car bamoyl )-n-propionyl] -a -D-gal actopyranosid
(34 d), Co2H35N30:5 (581,54 g/mol)

Die Vebindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 33d aus 34 b (Resktionszeit 2 h)
hergestelt. Man erhdt ein gelbes O

Ausbeute: 80 mg (84 %)

[a]p?° = +58,4 (c = 5,0, Methanol)

'H-NMR (CD3;0D): 2,05 - 2,49 (m, 12 H, CH2CO), 3,26 (s, 3H, NCHs), 3,26 (s, 6H, NCHs),
3,34 (s, 6H, a-OCHs), 3,49 (t, J=9,8, 1H, H-6), 3,52 (dd, J= 6,6, 11,5, H-6'), 4,18 (t, J=6,6
1H, H-5), 4,80 (d, J=3,4, 1H, H-1), 5,05 (dd, J= 3,6, 10,6, 1H, H2), 5,25 (dd, J= 3,3, 10,6,
1H, H-4), 5,37 (dd, J= 3,0, 1H, H-3)

13C-NMR (CD;0D): 19,19 (CH,-), 19,37 (2C, -CH,-), 30,77 (2C, -CH,-CON), 30,78
(-CH,-CON), 32,73 (-CH»-C00), 32,87 (-CH,-CO0), 32,92 (-CH,-CO0), 35,59 (3C, NCHs)
55,30 (@-OCHj3), 64,67 (C-6), 70,88, 72,42, 73,02, 74,75 (C-2-5), 98,28 (C-1), 172,34 (3C,
CON), 172,95 ( 3C, COO)

MS (ESI) m/z 582,2 [M+H]*, 604,2 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 4-(N-hydr oxy-N-methyl car bamoyl)-n-butyryl] -a -D-gal actopyranosid
(34e), Ca5H41N3045 (623,62 g/mol)

Die Verbindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 33 e aus 34 ¢ (Resktionszeit 3,5h)
hergestelt. Man erhdt ein gelbes Ol.
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Ausbeute: 220 mg (89 %)

[a]p?° = +62,7 (c = 10,0, Methanol)

'H-NMR (DMSO-d6): 1,79 -1,85 (m, 6H, CH,), 2,21 - 2,44 (m, 12 H, CH,CO), 3,30 (s, 3H,
a-OCHs), 3,34 (s, 3H, NCHs), 3,36 (s, 6H, NCHs), 3,3,48 (dd, J= 6,8, 11,5, 1H, H-6), 3,54
(J=6,6, 11,5, H6'), 3,94 (t, J= 6,6 1H, H5), 4,90 (d, J=3,4, 1H, H1), 5,05 (dd, J= 3,6,
10,6, 1H, H2), 5,25 (dd, J = 3,3, 10,6, 1H, H-4), 5,37 (dd, J= 3,0, 1H, H-3)

13C-NMR (DMS0-d6): 19,19 (CHy-), 19,37 (2C, -CHy-), 30,77 (2C, -CH»-CON), 30,78
(-CH2-CON), 32,73 (-CH,-COO0), 32,87 (-CH,-CO0), 32,92 (-CH,-COO0), 35,59 (3C, NCH)
55,30 (a-OCHs), 60,50 (C-6), 67,58, 68,34, 68,49, 68,59, 98,35 (C-1), 171,86 (3C, CON),
172,34 (3C, COO0), 172,95 ( 3C, COO)

MS (ESI) m/z 624,4 [M+H]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 4-(N-benzoyl oxy-N-methyl carbamoyl)-n-butyryl] -a -D-ribopyranosid

(35 a), C45H51N3017 (905,52 g/mol)

Die Vebindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 31 a aus Methyl-a-D-ribopyranosd
22 und N-Benzoyloxy-N-methylglutaramid hergestdllt. Man erhdt einen farblosen Schaum.
Ausbeute: 133 mg (35 %)

[a]p®° = +16,5 (c = 10,0, Methanol)

'H-NMR (CDCh): 1,88- 1,98 (m, 6H, CHy), 2,31- 2,39 (m, 12 H, CH,CO), 3,29 (s, 3H,
NCHs), 3,36 (s, 6H, NCHj3), 3,38 (s, 3H, a-OCHs), 4,22 - 4,26 (m, 2H, H-5, H-5'), 4,80 (d,
J=3,6 1H, H1), 5,02 (dd, J=3,7, 6,4, 1H, H2), 5,12 (dd, J=3,4, 6,5, 1H, H4), 5,22 (t,
J=57, 1H, H3), 7,45- 7,50 (m, 6H, arom. H), 7,61 - 7,63 (m, 3H, arom. H), 8,01 - 8,12 (m,
6H, arom. H)

13C-NMR (CDCl): 19,18 (-CH,-), 19,33 (2C, -CH>-), 30,70 (3C, -CH»-CON), 32,62, 32,80,
32,91 (CH»-COO0), 35,48 (3C, NCHj3) 55,15 (a-OCHg), 64,14 (C-5), 71,34, 74,47, 78,47,
79,09, 106,08 (C-1), 126,69 (3C, arom. C), 128,84 (6C, arom. C), 129,95 (6C, arom. C),
134,41 (3C, arom. C), 164,23 (3C, COPh), 171,79 (3C, CON), 172,44 (3C, OCO), 172,56
(3C, OCO)

MS (ESI) m/z 906,4 [M+H]*, 928,3 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 3-(N-benzyl oxy-N-methyl car bamoyl)-n-propionyl] -a -D-ribopyranosid
(35 b), Ca2H51N3014 (821,89 g/moal)

Die Vebindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 3la aus 22 und N-Benzyloxy-N-
methylsuccinamid hergestellt. Man erhdt einen farblosen Schaum.
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Ausbeute: 350 mg (38 %)

[a]p?° = + 8,4 (c = 10,0, Chloroform)

'H-NMR (CDCk): 2,36 - 2,39 (m, 12 H, -CH,-CO), 3,29 (s, 3H, NCHs), 3,36 (s, 6H, NCHs),
3,38 (s, 3H, a-OCHs), 4,22 - 4,28 (m, 2H, H5, H5'), 4,80 (d, J= 3,6, 1H, H1), 5,02 (dd,
J=37, 6,4, 1H, H2), 5,16 (dd, J=34, 6,5, 1H, H4), 527 (t, J=5,7, 1H, H-3), 7,46 - 7,62
(m, 9H, arom. H), 8,01 - 8,07 (m, 6H, arom. H)

13C-NMR (CDCh): 27,57 (3C, -CH,-CON), 28,66, 28,89, 28,93 (-CH,-COO), 34,13 (3C,
NCH3) 5596 (a-OCHsz), 64,01 (C-5), 71,34, 72,11, 76,69, 80,06, 102,31 (C-1),
129,10 - 129,66 (15C, arom. C), 134,41 (3C, arom. C), 171,79 (3C, CON), 172,56 (3C, OCO)
MS (ESI) m/z 821,8 [M+H]", 844,0 [M+H]"

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 4-(N-benzyl oxy-N-methyl car bamoyl)-n-butyryl] -a -D-ribopyranosid

(35 ¢), CasHs57N3014 (863,97 g/moal)

Die Vebindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 31a aus 22 und N-Benzyloxy-N-
methylglutaramid hergestdllt. Man erhdt einen farblosen Schaum.

Ausbeute: 320 mg (24 %)

[a]p®® = +12,6 (c = 5,0, Chloroform)

'H-NMR (CDClk): 1,88- 1,98 (m, 6H, -CH,-), 1,58- 1,77 (m, 6H, -CH,-), 2,31 - 2,39 (m,
12 H, -CH»-CO0), 3,34 (s, 9H, NCHa), 3,36 (s, 3H, a-OCHg), 4,22 - 4,26 (m, 2H, H-5, H-5'),
4,80 (d, J=3,6, 1H, H1), 5,02 (dd, J=3,7, 6,4, 1H, H2), 5,12 (dd, J= 3,2, 6,3, 1H, H4),
522 (t, J=5,5, 1H, H-3), 7,45-750 (m, 6H, arom. H), 7,61- 7,63 (m, 3H, arom. H),
8,01 - 8,05 (m, 6H, arom. H)

13C-NMR (CDCl): 19,18 (-CH,-), 19,33 (2C, -CH>-), 30,70 (3C, -CH»-CON), 32,62, 32,80,
32,91 (CH,-COO0), 35,48 (3C, NCHj3) 55,15 (@-OCHs), 64,14 (C-5), 71,34, 74,47, 78,47,
79,09, 106,08 (C-1), 126,69 (3C, arom. C), 128,84 (6C, arom. C), 129,95 (6C, arom. C),
134,41 (3C, arom. C), 171,79 (3C, CON), 172,48 (3C, OCO), 172,56 (3C, OCO)

MS (ESI) m/z 864,5 [M+H]*, 886,7 [M+Na]".

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 3-(N-hydroxy-N-methyl car bamoyl)-n-propionyl] -a -D-ribopyranosid

(35 d), C21H33N3014 (551,51 g/mol)

Die Vebindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 31d aus 35b (Resktionszeit 1,5h)
hergestelt. Man erhdlt ein blassgelbes Ol.

Ausbheute: 160 mg (50 %)

[a]p?° = +23,2 (c = 3,5, Methanol)
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IH-NMR (CDsOD): 2,31 - 2,39 (m, 12 H, CH,CO), 3,29 (s, 3H, NCHs), 3,36 (s, 6H, NCHg),
3,38 (s, 3H, a-OCHs), 4,22 - 4,26 (m, 2H, H5, H5'), 4,80 (d, J=3,6, 1H, H1), 5,02 (dd,
J=37,6/4, 1H, H2), 5,12 (dd, J= 3,4, 6,5, 1H, H-4), 5,22 (t, = 5,7, 1H, H-3)

3C-NMR (CD;OD): 30,70 (3C, -CH2-CON), 32,62, 32,80, 32,91 (-CH,-COO), 35,48 (3C,
NCHs), 55,15 (a-OCHs), 64,14 (C-5), 71,34, 74,47, 78,47, 79,09, 103,87 (C-1), 171,79 (3C,
CON), 172,44 (3C, OCO), 172,56 (3C, OCO)

MS (ESI) m/z552,4 [M+H]", 574,3 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 4-(N-benzoyl oxy-N-methyl carbamoyl )-n-butyryl] -a -D-xylopyranosid

(36 @), C45H51N3017 (905,52 g/moal)

Die Vebindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 31a aus Methyl-a-D-xylopyranosd
26 und N-Benzoyloxy-N-methylglutaramid hergestellt. Man erhdt einen farblosen Schaum.
Ausbeute: 640 mg (46 %)

[a]o?° = +8,6 (c = 10,0, Chloroform)

'H-NMR (CDCh): 1,88- 1,98 (m, 6H, CHy), 2,31-2,39 (m, 12 H, CH,CO), 3,29 (s, 3H,
NCHs), 3,36 (s, 6H, NCHj3), 3,38 (s, 3H, a-OCHj3), 4,22 - 4,26 (m, 2H, H-5, H-5), 4,80 (d,
J=3,6, 1H, H1), 502 (dd, J=3,7, 6,4, 1H, H2), 5,12 (dd, J= 3,4, 6,5, 1H, H4), 5,22 (t,
J=57, 1H, H3), 7,45- 7,50 (m, 6H, arom. H), 7,61 - 7,63 (m, 3H, arom. H), 8,01 - 8,06 (m,
6H, arom. H)

13C-NMR (CDCl): 19,26, 19,37, 19,48 (-CH,-), 30,79 (3C, -CH,-CON), 32,81, 32,95, 33,88
(-CH,-COO0), 35,51 (3C, NCHs3), 55,26 @-OCHzs), 58,10 (C-5), 69,18 (C-4), 69,23 (C-2),
70,91 (C-3), 96,72, (C-1), 126,66 (3C, arom. C), 128,84 (6C, arom. C), 129,94 (6C, arom. C),
134,42 (3C, arom. C), 164,22 (3C, COPh), 171,91 (3C, CON), 171,98 (3C, COOQ), 172,24,
(3C, CO0O)

MS (ESI) m/z 906,2 [M+H]*, 928,4 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 3-(N-benzyl oxy-N-methyl car bamoyl)-n-propionyl] -a -D-xylopyranosid
(36 b), C42H51N3014 (821,89 g/mol)

Die Vebindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 3la aus 26 und N-Benzyloxy-N-
methylsuccinamid hergestdIt. Man erhdt enen farblosen Schaum.

Ausbeute: 400 mg (32 %)

[a]p?° = +4,0 (c =10,0, Chloroform)

'H-NMR (CDCk): 2,31-239 (m, 12 H, -CH»-CO), 329 (s, 9H, NCHs), 3,38 (s,
3H, a-OCHg), 4,22 - 4,26 (m, 2H, H5, H5'), 4,80 (d, J=3,6, 1H), 5,02 (dd, J=3,7, 6,4,
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1H), 5,12 (dd, J=2,4, 9,6, 1H), 5,22 (t, J= 9,6, 1H), 7,20 - 7,28 (m, 6H, arom. H), 7,34 - 7,39
(m, 9H, arom. H)

13C-NMR (CDClk): 27,09 (3C, -CH,-CON), 28,53, 28,74 (-CH»-CO), 33,41 (3C, NCHs),
55,26 (@a-OCHj3), 58,10 (C-5), 74,19 (2C, CH,Ph), 74,72 (C-2), 75,42 (CH,Ph), 76,29 (C-4),
77,49 (C-3), 101,66, (C-1), 127,62-129,94 (15C, arom. C), 138,40 (3C, arom. C), 171,60 (C,
CO), 171,78 (2C, CO), 173,12 (3C, CON)

MS (ESI) m/z 822,4 [M+H]", 844,6 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 4-(N-benzyl oxy-N-methyl car bamoyl)-n-butyryl] -a -D-xylopyranosid

(36 ¢), C45H57N3014 (863,97 g/moal)

Die Vebindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 31a aus 26 und N-Methyl-N-
(benzyloxy)-glutaramid hergestd|t. Man erhdt einen farblosen Schaum.

Ausbeute: 340 mg (43 %)

[a]o®° = +7,9 (c = 5,0, Chloroform)

'H-NMR (CDCl): 1,88- 1,98 (m, 6H, -CH>-), 2,31 - 2,39 (m, 12 H, -CH,-CO), 3,29 (s, 3H,
NCHs), 3,36 (s, 6H, NCHj3), 3,38 (s, 3H, a-OCHs), 4,22 - 4,26 (m, 2H, H-5, H-5'), 4,80 (d,
J=3,6, 1H, H1), 502 (dd, J=3,7, 6,4, 1H, H2), 5,12 (dd, J=3/4, 6,5, 1H, H4), 522 (t,
J=5,7, 1H, H3), 7,45 - 7,50 (m, 6H, arom. H), 7,61 - 7,63 (m, 3H, arom. H), 8,01 - 8,05 (m,
6H, arom. H)

13C-NMR (CDCl): 19,26, 19,37, 19,48 (-CH,-), 30,79 (3C, -CH,-CON), 32,81, 32,95, 33,88
(-CH,-COO0), 35,51 (3C, NCHs), 55,26 (@-OCHzs), 58,10 (C-5), 69,18 (C-4), 69,23 (C-2),
70,91 (C-3), 96,72, (C-1), 127,62-129,94 (15C, arom. C), 138,40 (3C, arom. C), 171,60 (C,
CO), 171,78 (2C, CO), 173,12 (3C, CON)

MS (ESI) m/z 864,7 [M+H]*, 886,4 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 3-(N-hydr oxy-N-methyl car bamoyl)-n-propionyl] -a -D-xyl opyranosid

(36 d), C21H33N3Ow4 (551,51 g/mol)

Die Verbindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 33d aus 36 b (Resktionszeit 1 h)
hergestdlt. Man erhdt ein blassgelbes O.

Ausbeute: 170 mg (70 %)

[a]p®° = + 26,4 (c = 5,0, Methanol)

'H-NMR (CD3;OD): 2,31 - 2,39 (m, 12 H, CH,CO), 3,29 (s, 3H, NCHs), 3,36 (s, 6H, NCHs),
3,38 (s, 3H, a-OCHs), 4,22 - 4,26 (m, 2H, H5, H5'), 4,80 (d, J=3,6 1H, H1), 5,02 (dd,
J=37,64,1H, H2), 5,12 (dd, J= 3,4, 6,5, 1H, H-4), 5,22 (t, J= 5,7, 1H, H-3)
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13C.NMR (CDs0D): 30,79 (3C, -CH,-CON), 32,81, 32,95, 33,88 (-CH,-COO0), 35,51 (3C,
NCHs), 55,26 (@-OCHs), 58,10 (C-5), 69,18 (C-4), 69,23 (C-2), 70,91 (C-3), 96,72, (C-1),
171,91(3C, CON), 172,24, (3C, COO)

MS (ESI) miz 552,2 [M+H]", 574,3 [M+Na]*

Methyl-2,3,4-tris-O-[ 4-(N-hydr oxy-N-methyl car bamoyl)-n-butyryl] -a -D-xylopyranosid

(36 €), CoaHagN3014 (593,59 g/mol)

Die Vebindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 33d aus 36 ¢ (Resktionszeit 2 h)
hergestdlt. Man erhdt ein blassgelbes Ol.

Ausbeute: 200 mg (87 %)

[a]p®® = +24,1 (c = 1,0, Methanol)

'H-NMR (CDCh): 1,88- 1,98 (m, 6H, CH,), 2,31- 2,39 (m, 12 H, CH,CO), 3,29 (s, 3H,
NCHs), 3,36 (s, 6H, NCHs), 3,38 (s, 3H, a-OCHs), 4,22 - 4,26 (m, 2H, H-5, H-5'), 4,80 (d,
J=36, 1H, H1), 5,02 (dd, J=37, 6,4, 1H, H2), 512 (dd, J=3,4, 6,5, 1H, H4), 5,22 (t,
J=5,7, 1H, H-3)

13C-NMR (CDCl): 19,26, 19,37, 19,48 (-CH,-), 30,79 (3C, -CH,-CON), 32,81, 32,95, 33,88
(-CH»-CO0), 35,51 (3C, NCHs), 55,26 (a-OCHs), 58,10 (C-5), 69,18 (C-4), 69,23 (C-2),
70,91 (C-3), 96,72, (C-1), 171,91(3C, CON), 171,98 (3C, COO)

MS (ESI) m/z 594,3 [M+H]*, 616,4 [M+Na]*

Elementarandyse: C H N
ber. 4856 6,62 7,08
Oef. 4832 681 7,01

2,4,6-Tris-O-[ 4-(N-benzoyl oxy-N-methyl car bamoyl)-n-butyryl] - 1,3,5-tris-O-benzyl-myo-
inositol (37 a), CesHeoN3O15 (1192,30)

Die Verbindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 31a aus 1,3,5-Tris-O-benzyl-myo-
inogtol 30 und N-Benzoyloxy-N-methylglutaramid hergestellt. Man erhdit enen farblosen
Schaum.

Ausbeute: 1,22 g (85 %)

'H-NMR (CDCh): 1,84- 1,91 (m, 6H, CHy), 2,17 - 2,37 (m, 12H, CH,CO), 3,34 (s, 3H,
NCHa), 3,37 (s, 6H, NCHs), 4,01 (t, J=9,9, 2H), 4,08 (s, 1H), 4,53 (d, J= 11,6, 1H), 4,59 (d,
J=11,9, 1H), 4,62 (s, 4H), 4,90 (d, J=9,8, 2H), 5,17 (t, J=9,6, 1H), 7,19- 7,26 (m, 12 H,
arom. H), 7,49- 7,54 (m, 6H, arom. H), 7,64 - 7,66 (m, 3 H, arom. H), 8,04 - 8,08 (m, 6H,

arom. H)
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13C-NMR (CDCh): 19,09 (2C, -CH,-), 19,19 (-CH,-), 30,54 (2C, CH,-CON), 30,73 (CH,-
CON), 32,60 (2C, CH»-COO), 33,82 (CH,-CON), 35,27 (3C, N-CHa), 72,82 (2C), 73,36,
74,50 (2C, CH,Ph), 75,24 (CH,Ph), 76,00, 77,29 (2C), 127,32 - 129,80 (30C, arom. C),
134,39, 137,81, 137,97, 164,15, 171,55, 171,70, 172,68 (CON)

MS (ESl) m/z 6185 [M+2Ng]?*, 1214,9 [M+Na]*

2,4,6-Tris-O-[ 3-(N-benzyl oxy-N-methyl car bamoyl)-n-propionyl] -1,3,5-tris-O-benzyl-myo-
inositol (37 b), CesHsoN3O15 (1108,26 g/mol)

Die Verbindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 31a aus 1,3,5-Tris-O-benzyl-myo-
inogtol 30 und N-Benzoyloxy-N-methylsuccinamid hergestdlt. Man erhdt enen farblosen
Schaum.

Ausbeute: 1,34 g (85 %)

'H-NMR (CDChk): 2,15 (t, 2H, J=7,3, CH,-COO), 2,24 (t, J=7,0, 4H, CH,-COO),
2,38- 2,41 (m, 6H, CH,-CON), 3,15 (s, 3H, N-CHs), 3,17 (s, 6H, N-CHj3), 4,06 (t, J= 10,
2H), 4,12 ¢, J=1,7, 1H), 4,6 (d, J=11,7, 4H), 4,70 (s, 6H), 4,73 (s, 2H), 4,77 (s, 4H), 4,9
(dd, J=25, 10,2, 2H), 5,26 (t, J=8,0, 1H), 7,2 - 7,4 (m, 30 H, arom. H)

13C-NMR (CDCl): 27,58 (3C, CH,-CON), 28,94 (2C, CH,-CO), 19,06 (CH»-CO), 32,80 (3C,
N-CHjs), 55,82, 57,16, 58,71, 62,74, 69,36, 69,69, 71,24, 71,66, 76,68, 97,07, 101,93 (CH),
128,65, 128,86,129,21 (15C, arom. C), 134,62, 171,81, 171,97 (CO), 173,29 (3C, CON)

MS (ESI) m/z 1108,4 [M+H]", 1130,6 [M+Na]".

2,4,6-Tris-O-[ 4-(N-benzyl oxy-N-methyl car bamoyl)-n-butyryl] -1,3,5-tris-O-benzyl -myo-
inositol (37 ¢), CesH7sN3015 (1150,34 g/mol)

Die Vehbindung wurde entsorechend der Vorschrift fir 31a aus 30 und N-Benzyloxy-N-
methylglutaramid hergestdllt. Man erhdt einen farblosen Schaum.

Ausbeute: 1,08 g (75 %)

'H-NMR (CDCk): 1,80- 1,88 (m, 6H, -CH,-), 2,17 (t, J=7,2, 2H, CH,-COO), 2,28 (t,
J=17,0, 4H, CH,-COO0), 2,48 - 2,52 (m, 6H, CH,-CON), 3,45 (s, 3H, N-CHj3), 3,47 (s, 6H, N-
CHs3), 4,08 (t, J=1,2, 2H), 4,14 (t, J=1,7, 1H), 4,6 (d, J=11,4, 4H), 4,75 (s, 2H), 4,81 (s,
4H), 4,9 (dd, J= 2,7, 9,8, 2H), 5,26 (t, J= 7,8, 1H), 7,0 - 7,8 (m, 30 H, arom. H)

13C-NMR (CDCk): 19,23 (2C, -CH,-), 19,59 (-CHy-), 31,54 (2C, CH,-CON), 31,63
(-CH,-CON), 33,43 (2C, CH,-COOQ), 33,49 (CH,-COOQ), 33,57 (3C, N-CHs), 73,1, 73,65,
74,68, 75,47, 76,24, 76,28, 77,51, 127,19 - 129,56 (30C, arom. C), 134,77, 137,96, 138,73,
171,52, 171,84, 174,23 (CO); MS (ESI) m/z 1151,0 [M+H]*, 1173,3 [M+Na]*.
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2,4,6-Tris-O-[ 3-(N-hydroxy-N-methyl car bamoyl)-n-propionyl] -1,3,5-tris-O-benzyl -myo-
inositol (37 d), C42Hs51N3045 (837,89 g/mal)

Die Vebindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 31d aus 37 b (Resktionszeit 8 h)
hergestdlt. Man erhdt ein farbloses Ol.

Ausbeute: 620 mg (92 %)

'H-NMR (CDCl): 2,25 (t, J= 7,5, 2H, CH,COO), 2,43 (t, J= 6,8, 4H, CH,COO), 2,33 - 2,44
(m, 6H, CH,CON), 3,25 (s, 3H, NCHa), 3,27 (s, 6H, NCHa), 4,12 (t, J= 1,22, 2H), 4,23 (t,
J=1,6, 1H), 4,7 (d, J= 11,4, 2H), 4,73 (s, 2H), 4,77 (s, 4H), 4,9 (dd, J= 2,3, 10,0, 2H), 5,26
(t,J=7,8,1H), 7,2 - 7,4 (m, 15H, arom. H)

13C-NMR (CDCk): 19,44 (2-CH>-), 19,51 (-CH,-), 30,88 (2C, CH»-CON), 30,97 (CH2-CON),
33,09 (2C, CH,-COO0), 33,23 (CH,-C0O0), 33,41 (3C, N-CHg), 72,8, 73,45, 74,58, 75,37,
76,16, 76,21, 77,47, 127,39-129,21 (12C, arom. C), 134,38, 137,89, 138,13 (arom. C), 171,77,
171,93 (CO), 174,17 (3 CON),

MS (ESI) m/z 838,7 [M+H]*, 860,5 [M+Na]*

2,4,6-Tris-O-[ 4-(N-hydr oxy-N-methyl car bamoyl)-n-butyryl] -1,3,5-tris-O-benzyl -myo-inositol
(37 €), CasHs7N3015 (879,97 g/mol)

Die Verbindung wurde entsprechend der Vorschrift fir 31d aus 37 ¢ (Resktionszeit 12 h)
hergestdlt. Man erhdt ein farbloses Ol.

Ausbeute: 445 mg (89 %)

'H-NMR (CDChk): 1,83- 1,92 (m, 6H, CHy), 2,55 (t, J= 7,8, 2H, CH,COO), 2,54 (t, J= 7.6,
4H, CH,-CO0), 2,58-2,61 (m, 6H, CH,CON), 3,25 (s, 3H, NCHs), 3,27 (s, 6H, NCHs), 4,08
(t, J=1,0, 2H), 4,14 (t, J= 1,7, 1H), 4,36 (s, 3H), 4,76 (s, 2H), 4,81 (s, 4H), 4,90 (dd, J= 2,5,
10,2, 2H), 5,26 (t, J= 8,0, 1H), 7,2 - 7,5 (M, 15 H, arom. H)

13C-NMR (CDCk): 19,40 (2C, -CHy-), 19,48 (-CH,-), 30,96 (2C, CH,-CON), 31,14
(-CH»-CON), 33,18 (2C, CH,-COO), 33,27 (CH,-COO), 33,48 (3C, N-CHjs), 72,9, 73,49,
74,64, 75,47, 76,23, 76,27, 77,44, 127,32-129,01 (12 C, arom. C), 134,28, 137,88, 138,03
(arom. C), 171,64, 171,98 (CO), 174,29 (3C, CON)

MS (ESI) m/z 880,6 [M+H]", 902,5 [M+Na]*
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5. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Im Rahmen de vorliegenden Arbet wurde esmdig die Synthese von atifizidlen
Sderophoren auf Kohlenhydratbass verwirklicht. Die nach dem Vorbild der nattrlichen
Siderophore Enterobaktin  und Desferrichrom  hergestellten  Catecholat- und  Hydroxameat-
Verbindungen sollten  anschlielfend  einer breiten  physikochemischen  und  biologischen
Tesung unterzogen werden, um ihre Eigenschaften ds Eisencheatoren zu untersuchen. Des
Weteren <sollte ein Betrag zur Kl&ung des Transportmechanismus von Eisen Siderophor-

Komplexen geleistet werden.

Es wurden verschiedene mehrstufige Synthesewege ausgearbeitet, die fur die Herstellung von
vorwiegend Methyl-a-D-Pyranosiden mit Catecholateinheiten enersaits und Hydroxamat-
bzw. Revershydroxamateinheiten anderersaits geeignet snd. Monosaccharide wurden  as
Grundgeristsubstanzen ausgewdhlt, da diese eine vorgegebene stereochemische Struktur, die
im Laufe der Synthese bebehdten werden <ollte und ene im Allgemeinen gute
physologische Vertréglichkeit bem Menschen haben.

Es wurden 20 neuatige Catecholatsderophore synthetisert. Die Kohlenhydratgrundgeriiste
wurden dabel Uber Spacer mit den Chdatliganden verknUpft. Als Monosaccharidbausteine
wurden Glucosyl- und Galaktosylderivate eingesetzt (Substanzen 2 und 3 (Abb. 12, S. 20),
9a-gund 10 a-g (Abb. 16, S. 23), 15aund b (Abb. 18, S. 26) und 9 a (Abb. 20, S. 27)).
Wegen der hoheren Stabilitde und Lodichkeit der  Trishydroxamat-Siderophore  wurde
besonderes Augenmerk auf die Synthese neuartiger Trishydroxamat- Siderophore gelegt.

So wurden 15 verschiedene neue Hydroxamat- bzw. Revershydroxamat-Verbindungen ds
Anaoga des Dederichroms hergestellt. Als Kohlenhydraigrundgeriit wurden hier ebenfdls
Methyl-a-D-glucopyranodd und Methyl-a-D-gdactopyranosd, aber auch Methyl-a-D-
ribopyranosd, Methyl-a-D-xylopyranosd und 1,35 Tris-O-benzyl-myo-inostol  engesetzt
(Substanzen 31 -37a—cund 33 - 37d—e, Abb. 23, S. 30).

Zur Charakteriserung der neuen Sderophorandoga wurden exemplarisch drel Substanzen
durch die Arbetsgruppe von Prof. A. L. Crumbliss, Durham, USA untersucht: die zwel
Triscatecholat- Siderophore 10 b und 10 f und das Hydroxamat- Siderophor 33 e.

Die Catecholatkomplexe liegen im Bereich des physiologischen pH-Werts von pH=74 in
Form eines Fe''HsL-Komplexes vor. Hierbe ist es moglich, dass ein neutrder Komplex in
der Bindungsstruktur eines Sdicylat-EisenrKomplexes gebildet wird. Die Berechnung der
Vertelungskurven der Eisen(lll)-komplexe in Lésung wurde anhand von pH-abhéngigen
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potentiometrischen  Titrationen mit  Eisen(lll)-16sungen und der anschlielfenden  Bestimmung
der Ligandenprotonierungskonstanten logkKH,L bzw. der Protonierungskonstanten  der
Eisenchdatkomplexe durchgefihrt (S. 35 - 41).

Die Komplexgabilitdtskonstanten und die Konzentration des freen Eisens liegen in der
glechen GrofRenordnung wie die enfacher synthetischer Enterobactin-Andoga und snd
sgnifikant groler ds die von Trandferrin, dem Tragerprotein des Eisens im Blutserum. Somit
wére ein Einsatz d's sarke synthetische Siderophore sehr Erfolg versprechend.

Die Saurekondanten des exemplarisch untersuchten Hydroxamatliganden liegen im  fir
Hydroxamsduren und entsprechenden synthetischen Revershydroxamaten Ublichen Bereich.
Die UVNISSpektren und die Exigenz von Ligand-Metdl-Charge- Trandfer-Banden
bestétigen die Annahme der oktaedrischen Koordination des Fe**-lons mit drei zweizahnigen
Liganden.

Der wasserlodiche Hydroxamatligand besitzt eine wesentlich ausgeprégtere Affinitd zu Fe*
ds zu Fe&*. Cydovoltammetrrische Untersuchungen zeigten en oberhdb von pH=7
reversbles Redoxverhdten der Eisenionen. Be kleneren pH-Werten unterliegt das System
nach der Reduktion von Fe** zu Fe?* ener Protonierung und anschlieRender Dissoziation der
Hydroxamat-Gruppen (S. 42 - 45).

Ein weiteres Zie der Arbeit war, die neu synthetiserten Siderophorandoga auf ihre Struktur-
Wirkungsbeziehung in der  Eisenaufnehmeféhigket  und  ihren Eisentrangport  in
Bakterienzdlen zu untersuchen. Die neu synthetiserten Verbindungen zeigen im Verglech zu
enigen ausgewdhlten natlrlichen Sderophoren gute wachstumsfordernde  Wirkungen  auf
gramnegetive Bakteriengamme, die in ihrer Eisenversorgung gestort snd. lhre Sdektivitét
auff Esenaufnahmesysteme wurde nachgewiesen, indem unterschiedliche Bakterienstémme
verwendet wurden, denen spezifische Rezeptorproteine fir den bakteridlen Eisentrangport
oder das fur den Siderophortrangport wichtige TonB-Protein fehlten.

Das TonB-Proten ig fir den bakteridlen Eisentransport fir ale Catecholat- und
Hydroxamatverbindungen  gleichermal3en essentidl.  Einige  der neu  synthetiserten
Siderophore werden sdektiv nur von bestimmten Rezeptorproteinen transportiert, wahrend
andere Vebindungen von mehreren verschiedenen Rezeptorproteinen transportiert werden
konnen (S. 54 - 58). Insbesondere die Trishydroxamate zeigten bel dlen Bakteriengammen,
denen Catecholrezeptoren wie FepA, Cir und Fu fehlten, Aktivitdt. Se haben adso die
Maglichkelt, auch Uber andere Transportmechanismen in die Zdle zu gdangen ds Uber die
Ublichen Rezetorproteine. Im Gegensatz dazu héngt die Aktivitde der Catecholate
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entscheidend von den Rezeptoren Cir und Fu ab. Die in der Arbeit synthetiserten myo-
Inogthydroxamete zeigten keine Siderophoraktivitét bei gramnegeativen Bakterien.

Die Bakteriengdmme waren in der Biosynthese bestimmter Siderophore gehemmt oder unter
Eisenmangdbedingungen  gezlichtet worden. Die Sderophorandoga riefen  jedoch im
Einklang mit ihrer  Eisenkomplexbildungsféhigkeit unterschiedliche  Wachsdumsforderungen
der verschiedenen Bakterienstamme hervor.

Im Einzenen konnten jedoch grofe Unterschiede in ihrer spezifischen Sderophorwirkung
festgestellt werden.

Die Forderung der gramnegativen Bakteiengdmme ist  insbesondere von  den
unterschiedlichen Pogdtionen der cheatiserenden Hydroxyl- bzw. Acetylgruppen  der
Catecholateinhaeiten  abhédngig. Die Derivate mit 2,3-Dihydroxybenzoesiureresten snd am
wirksamgten, wéhrend die Verbindungen mit 3,4- Dihydroxybenzoeséure-,
2,3-Diacetoxyphenoxyacetyl- und Benzoxazinresten das Wachstum nur gering fordern.

De Zuckerbaustein spidt fir die eigentliche Siderophorwirksamkeit keine entscheidende
Rolle, denn der Audausch von Gaactosyl- und Glucosylgrundgeriisten wirkt dch nicht
ggnifikant aus. Vidmehr kann durch den Einsaiz einer voluminfsen Schutzgruppe an enem
Zuckerakohal die Eisenkomplexbildung herabgesetzt werden.

Zur Uberwindung von Zdlimembranen in Mykobakterien snd aufgrund des zweiphasigen
Exochdin/Mycobactin-Mechanismus  ausschlieldich  Sderophore  geeignet, die ene hohere
Affinitét zu Fe**-lonen besitzen as Exochlin.

Zwe Triscatecholate sind potentidle Kandidaten fUr Antibiotikakonjugatsynthesen, da de die
sarkste Aktivitdt bel der Wachstumsforderung der eingesetzten Mykobakterienst@mme zeigen
(S.58 - 61). lhre Wirkung be Stdmmen, welche in der Mycobactin-Biosynthese und der
Exochdin-Aufnehme gehemmt snd, ist besonders hoch. Die beiden Verbindungen konnen
somit beide Stufen des Eisentrangports in Mykobakterien Uberwinden.

Unpolare Dedferriverbindungen und aktive Eisenkomplexe der Hydoxameatliganden fordern
das Wachstum der Mykobakterien besonders.

Ba dlen Vebindungen, die eine hohe wachsumsfordernde Wirkung zeigten, konnte beim
CAS-Tes nach Schwyn & Neiland eine starke Resktion nachgewiesen werden, wéahrend die
schwach wachstumsférdenden Siderophore keine Resktion zeigten.

Somit lésst dch die Eisenaufnahmefahigkeit mit Hilfe dieses Farbtest durch die Resktion der
synthetiserten Produkte mit einem Eisen- Chromazurol-S-Komplex bestétigen (S. 61 - 62).
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Eine mogliche Verwendung von Sderophoren i ihr Einsatiz in der Mdaiathergpie. Dies
berunt darauf, dass die Entwicklung des Mdarigparasiten Plasmodium falciparum von ener
auseichenden Eisenversorgung abhangig is. Zwe in den Siderophortests an gramnegativen
Bakterien und Mykobakterien wenig wirksame Triscatecholate welsen ene vergleichbare
bzw. bessre Aktivitdde gegen den Erreger auf as das bidang vewendete natirliche
Sderophor Dedferioxamin B, wedches ds Wirksoff die Fresstzung von Eisen aus
Hamoglobin beeinflusst (S. 63 - 64).

Alle neuen Vebindungen wurden zusitzlich mikrobidl gegen Bakteriengédmme untersucht.
Die Ausgangsverbindung 8 Ubertrifft gegen enige Bakteriensdmme die Hemmwerte der
Verglechssubstanz  Azlocilling eines Antibiotikums, und konnte somit erfolgreich bakteriele
Res stenzen Uberwinden und sich bel mykobakteridllen Infektionen eignen (S. 63).

AUSBLICK

Mit der vorliegenden Arbeit konnte bewiesen werden, dass die Entwicklung wirksamer
Sdeophore auf Kohlenhydratbass mdglich i, Um en vollgéndiges Bild dartber zu
erhdten, weche drukturdlen Voraussstzungen fir ene optimae Eisenkomplexierung und
Rezeptorbindung am gungtigsten snd, wéren jedoch wetere Synthesen von Siderophoren auf
Kohlenhydratbasis notwendig. Diese sollten in ihrem Kohlenhydraigrundgerist, z. B. in der
Vewendung von Disacchariden, in ihrer Spacerlange und in der Art ihrer chelatiserenden
Liganden variieren.

Waterhin konnten mogliche Anwendungen der synthetiserten Siderophore in der Medizin in
diesr Arbet nicht untersucht werden. Hiebe wéae z B. die Wirkung be
Eisentberladungskrankheiten, wie der Thaassimie oder ihre Eignung ds Transfervektoren
fur Antibiotika von grofem Interesse. Die VerknUpfung mit dem Wirkstoff miisste dann Uber
ene spezidle Ankergruppe, z. B. die Carboxylgruppe erfolgen. Aufgrund der oben genannten
Eigenschaften der Kohlenhydrate konnten auf diesr Bads synthetiserte Siderophore bzw.
Siderophor-Wirkstoff-Konjugete einen Fortschritt in der Thergpie bakteridler Infektionen

bringen.
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